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Resumen 
Introducción y objetivos: Determinar el impacto de los factores genéticos 
en el desarrollo de encefalopatía hepática (EH) en pacientes con cirrosis. 
Metodología: Se incluyeron pacientes con cirrosis hepática compensada 
[n=434; cohorte de estimación (n=294) y cohorte de validación (n=140)]. 
Los pacientes fueron seguidos hasta cinco años hasta el desarrollo de EH, 
trasplante o éxitus. Los pacientes fueron genotipados para 60 SNPs (genes 
candidatos con implicación en la fisiopatología de EH: inflamación, 
metabolismo de amonio y glutamina, integridad de la barrera intestinal y 
estrés oxidativo). De manera similar, se determinó un haplotipo formado 
por 4 SNPs y la longitud de un microsatélite en el gen GLS (Romero-Gómez 
et al. Ann Intern Med 2010). El análisis estadístico se llevó a cabo mediante 
regresión de Cox y Kaplan-Meier para datos continuos y categóricos, 
respectivamente. Las variables significativas se introdujeron en modelos 
multivariantes por riesgos competitivos de acuerdo al método de Fine y 
Gray. 
Resultados: En la cohorte de estimación, el análisis por riesgos 
competitivos mostró que las mutaciones en GLS, junto con aquellas en la 
región de influencia de FUT2-(rs601338), TLR9-(rs5743836), SLC1A3-
(rs2562582) y SLC1A5-(rs313853), además del MELD, albúmina, sodio y 
los episodios previos de EH estaban independientemente asociadas al 
desarrollo de EH. Estos genes codifican para proteínas con una implicación 
dada en procesos tales como el mantenimiento de la integridad de la barrera 
intestinal mediante interacciones microbio-hospedador (FUT2), la 
respuesta inmune mediada por patógenos (TLR-9) y el transporte de 
glutamina (SLC1A3 y SLC1A5). La combinación de estos factores de 
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acuerdo al número de alelos de riesgo nos permitió definir tres niveles de 
riesgo en estos pacientes: bajo, intermedio y alto [sHR: 1; 6.5 (1.8-22.9) 
p=0.004; 27.1 (7.5-96.8) p<0.001, respectivamente] (índice C=0.82). Este 
modelo de regresión mostró un rendimiento similar en la cohorte de 
validación [sHR: 1; 4.2 (1.2-14.3) p=0.024; 10.0 (2.7-36.7) p<0.001] 
(índice C=0.78). La supervivencia acumulada libre de EH a 5 años también 
se encontró influenciada por esta huella genética: 95.3%, 77.0% y 42.5% 
para los grupos de riesgo bajo, intermedio y alto (log-Rank 53.1; p<0.001) 
en la estimación, y 85.2%, 56.0% y 40.0% (log-Rank 14.1; p<0.001) en la 
validación.  
Conclusión: La combinación de variantes desfavorables podría predecir 
EH. Esta huella genética podría implementarse en la práctica clínica como 
parte del proceso de toma de decisiones en el manejo de los pacientes con 
cirrosis hepática. Además, este trabajo pone de manifiesto el papel de estas 
rutas en la fisiopatología de EH y destaca el posible papel de nuevos genes 
como potenciales dianas terapéuticas.  
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Abstract 
Background and Aims: To determine the impact of genetic factors on the 
development of hepatic encephalopathy (HE) in patients with liver 
cirrhosis. 
Methods: Patients suffering from compensated liver cirrhosis [n=434; 
estimation cohort (n=294) and validation cohort (n=140)] were included. 
Patients were followed up for five years until HE bouts, liver transplant, or 
death. Patients were genotyped for 60 candidate SNPs (genes involved in 
the pathophysiology of HE: inflammation, ammonia and glutamine 
metabolism, intestinal barrier integrity and oxidative stress). Likewise, a 
haplotype formed by four SNPs within GLS plus the length of a 
microsatellite in the promoter region of GLS were determined (Romero-
Gómez et al. Ann Intern Med 2010). Statistical analysis was performed by 
Cox regression and Kaplan-Meier for continuous and categorical data. 
Significant variables, and those known as weighted prognostic indicators, 
were entered into multivariable models by competing risks, according to 
Fine and Gray’s method. 
Results: In the estimation cohort, competing risks analysis showed GLS 
mutations, FUT2-(rs601338), TLR9-(rs5743836), SLC1A3-(rs2562582) and 
SLC1A5-(rs313853), together with MELD, albumin, sodium and previous 
episodes of HE as variables independently associated to HE development. 
These genes encode for proteins involved in maintenance of intestinal 
barrier integrity by host-microbial interactions (FUT2), pro-inflammatory 
response triggered by pathogens (TLR-9) and glutamine transport (SLC1A3 
and SLC1A5). Combining these genetic factors according to number of 
alleles at risk, three levels of risk patients were defined: low, mid or high 
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risk [sHR: 1; 6.5 (1.8-22.9) p=0.004; 27.1 (7.5-96.8) p<0.001, respectively] 
(C-index=0.82). This regression model performed in a similar manner in the 
validation cohort [sHR: 1; 4.2 (1.2-14.3) p=0.024; 10.0 (2.7-36.7) p<0.001] 
(C-index=0.78). Cumulative survival free of HE after 5 years was also 
influenced by this genetic fingerprint: 95.3%, 77.0% and 42.5% for the low, 
mid and high-risk groups (log-Rank 53.1; p<0.001) in the estimation, and 
85.2%, 56.0% and 40.0% (log-Rank 14.1; p<0.001) in the validation cohort, 
respectively.  
Conclusion: Combination of unfavorable variants could predict HE. This 
genetic fingerprint could be implemented in clinical practice for decision 
making in the management of cirrhotic patients. Besides, this work 
emphasizes the role of these pathways in the pathophysiology of HE and 
brings out novel genes as potential therapeutic targets. 
 
  
  xiv 
Tabla de contenidos 
A mis padres. ................................................................................ iv 
Agradecimientos ........................................................................... v 
Abreviaturas (en orden alfabético) ............................................ vii 
1 INTRODUCCIÓN .................................................................. 1 
1.1 Generalidades de la cirrosis hepática ....................................... 2 
1.1.1 Fisiopatología ............................................................................... 2 
1.1.2 Epidemiología ............................................................................... 3 
1.1.3 Diagnóstico y clasificación ........................................................... 5 
1.1.4 Historia natural ............................................................................. 7 
1.1.5 Complicaciones de la cirrosis ....................................................... 9 
1.2 Encefalopatía hepática ............................................................. 12 
1.2.1 Características clínicas y clasificación ....................................... 14 
1.2.2 Diagnóstico ................................................................................. 19 
1.2.3 Epidemiología ............................................................................. 25 
1.2.4 Fisiopatología ............................................................................. 26 
1.2.5 Tratamiento y manejo ................................................................. 38 
1.3 Genética ..................................................................................... 42 
1.3.1 Diversidad a lo largo del genoma ............................................... 44 
1.3.2 Estudios de asociación vs. ligamiento ........................................ 48 
1.3.3 Evidencias en encefalopatía hepática ......................................... 50 
2 HIPÓTESIS .......................................................................... 53 
3 OBJETIVOS ......................................................................... 55 
3.1 Objetivo principal ..................................................................... 56 
3.2 Objetivos secundarios .............................................................. 56 
4 MÉTODOS ........................................................................... 57 
4.1 Sujetos de estudio ..................................................................... 58 
4.1.1 Tamaño muestral ........................................................................ 59 
  xv 
4.1.2 Recogida de datos ....................................................................... 60 
4.1.3 Diagnóstico ................................................................................. 61 
4.2 Muestras .................................................................................... 65 
4.2.1 Extracción y purificación de ADN ............................................. 65 
4.2.2 Cuantificación del ADN ............................................................. 66 
4.3 Estudio de genes candidatos .................................................... 67 
4.3.1 Nomenclatura ............................................................................. 67 
4.3.2 Selección de genes candidatos .................................................... 68 
4.3.3 Selección de SNPs candidatos .................................................... 69 
4.3.4 Genotipado ................................................................................. 71 
4.3.5 Análisis microsatélite ................................................................. 77 
4.4 Análisis estadístico ................................................................... 79 
5 RESULTADOS ..................................................................... 83 
5.1 Características basales de los participantes ........................... 84 
5.2 Variables asociadas con el desarrollo de EH ......................... 85 
5.3 Genes y polimorfismos seleccionados ..................................... 87 
5.4 Análisis de polimorfismos ........................................................ 94 
5.4.1 Genotipado ................................................................................. 94 
5.4.2 Análisis del microsatélite en el promotor de GLS ...................... 95 
5.5 Polimorfismos asociados con el desarrollo de EH ................. 97 
5.5.1 Asociación de las variantes en GLS con el desarrollo de EH ... 102 
5.6 Análisis multivariante ............................................................ 103 
5.7 Validación huella genética ..................................................... 106 
5.7.1 Cohorte de validación externa .................................................. 106 
5.7.2 Independencia de otros factores de riesgo ................................ 109 
5.8 Análisis funcional in silico de las variantes asociadas a EH
 117 
  xvi 
5.8.1 NC_000019.10:g.46784682T>C .............................................. 117 
5.8.2 NC_000005.10:g.36605258C>T .............................................. 118 
5.8.3 NC_000003.12:g.52226766A>G ............................................. 120 
5.8.4 NC_000019.10:g.48703417G>A ............................................. 122 
5.9 Utilidad de la metodología de genotipado de alto rendimiento
 123 
5.9.1 Análisis de la eficiencia ............................................................ 123 
5.9.2 Análisis del coste ...................................................................... 125 
5.9.3 Análisis del tiempo ................................................................... 127 
6 DISCUSIÓN ....................................................................... 129 
6.1 Huella genética ........................................................................ 130 
6.2 Impacto .................................................................................... 132 
6.3 Estudio de asociación de genes candidatos ........................... 141 
6.4 Conclusiones ............................................................................ 147 
7 REFERENCIAS ................................................................. 148 
8 ANEXOS ............................................................................. 186 
8.1 Material suplementario .......................................................... 187 
 
 1 INTRODUCCIÓN 
  
  2 
1.1 Generalidades de la cirrosis hepática 
El hígado interviene en procesos fundamentales como la digestión; 
además, segrega la bilis y varias proteínas plasmáticas, sirve como almacén 
de diversos nutrientes y participa en la eliminación de sustancias nocivas 
para el organismo. Es por ello que su ausencia, o falla en el funcionamiento, 
se considera incompatible con la vida. No obstante, se trata de un órgano 
con alta capacidad de regeneración, y muchas heridas que ocurren por algún 
daño agudo se curan sin la formación de cicatrices. Sin embargo, la mayoría 
de las enfermedades crónicas resultan en producción de colágeno y otros 
componentes de la matriz extracelular, en un proceso conocido como 
fibrosis, y que, junto a la regeneración de las células hepáticas y las 
alteraciones vasculares que tienen lugar con motivo de esas cicatrices, se 
produce la cirrosis y sus complicaciones asociadas (1). A pesar de que las 
consecuencias fatales a causa de un hígado dañado son conocidas desde la 
antigüedad, no fue hasta finales del siglo XVIII cuando se documentó por 
primera vez la apariencia mamelonada del hígado en autopsias de estos 
pacientes en los trabajos de Baillie, Morgagni y Laennec. Este último fue el 
que acuñó el término cirrosis, del griego “kirrhos”, debido al cambio de 
coloración del hígado que observó y anotó en su tratado (2). 
1.1.1 Fisiopatología 
La cirrosis hepática es una entidad patológica, punto final de la 
mayoría de enfermedades crónicas progresivas del hígado, resultado de 
diferentes mecanismos de daño hepático que producen necroinflamación y 
fibrogénesis (3). Histológicamente se caracteriza por la presencia de septos 
fibrosos cicatriciales difusos con sustitución de la arquitectura lobulillar por 
nódulos de regeneración, conllevando una alteración en la anatomía 
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vascular y la microcirculación hepática (4). En la patogenia de la cirrosis, 
las células hepáticas estrelladas juegan un papel fundamental, ya que 
producen las diversas formas de matriz que generan la fibrosis. Estas 
células, de características similares a un pericito, se encuentran en el hígado 
normal en la cara abluminal de las células endoteliales de los sinusoides en 
el espacio de Disse y, cuando se activan, se transforman en miofibroblastos 
(5). Las vías canónicas de cinasas mediadas por PDGF, TGFß y las vías de 
señalización de la integrina están implicadas en dicha activación (6). El 
desarrollo de fibrosis hepática es entonces conducido por la producción de 
diversas formas de matriz como la fibronectina o el colágeno 1, lo que a su 
vez ocasiona la activación de más células estrelladas y cambios en la 
arquitectura vascular (7). Estos cambios incluyen la reorganización de los 
sinusoides, formación de derivaciones intrahepáticas y disfunción 
endotelial, producida por la inhibición de la liberación de óxido nítrico (8). 
1.1.2 Epidemiología 
Las alteraciones descritas llevan por consecuencia el desarrollo de 
hipertensión portal e insuficiencia hepática (9). Sin embargo, la cirrosis no 
se considera una lesión estática, sino que, dependiendo de la actividad de la 
enfermedad causante, esta puede empeorar, estabilizarse o incluso mejorar. 
En términos de mortalidad, es la cuarta causa más común de fallecimiento 
en adultos en Europa, con una tendencia creciente, como muestra un 
incremento del 45,6% en los últimos veinticinco años a nivel mundial, 
suponiendo un total de 1,03 millones de muertes al año (10). No obstante, 
la estimación de mortalidad a un año puede oscilar entre el 1–57% 
dependiendo mayormente de la aparición de descompensaciones de la 
enfermedad, lo que pone de manifiesto la existencia de unos procesos 
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subyacentes con un dinamismo tal que hacen el pronóstico de la cirrosis 
muy variable (11). Todavía más si tenemos en cuenta que la fibrosis, aún en 
el contexto de un hígado cirrótico, puede regresar si se dispone de un 
tratamiento específico para la etiología en cuestión (12, 13). 
Las principales causas de cirrosis en los países desarrollados son: 
infección por virus de la hepatitis C, consumo excesivo de alcohol y, cada 
vez más, enfermedad hepática grasa de origen no alcohólico (EHGNA); en 
el África sub-Sahariana y en el sudeste de Asia, sin embargo, la etiología 
más frecuente es la infección por el virus de la hepatitis B (14, 15). A pesar 
de que los nuevos tratamientos y el estilo de vida en los países desarrollados 
están cambiando las frecuencias de estas etiologías, en muchas ocasiones se 
sigue observando que el daño crónico hepático puede tener un origen mixto, 
observándose pacientes con cirrosis debido a hepatitis viral, obesidad y 
alcoholismo actuando de manera sinérgica (16). Otras causas menos 
frecuentes incluyen: enfermedades genéticas, yatrógenas, vasculares, 
autoinmunes o biliares (Tabla 1).  
Se estima una prevalencia global de cirrosis del 0,3%, aunque varios 
estudios han puesto de manifiesto que puede existir una infraestimación por 
ausencia de diagnóstico sobre todo en ciertas áreas geográficas debido a, 
entre otras causas, que la cirrosis puede permanecer asintomática durante 
largos periodos de tiempo (17, 18). Tanto es así, que se ha calculado que 
aproximadamente el 40% de los casos pueden ser descubiertos en la 
autopsia, e incluso una elevada proporción podría quedar sin detectar (19). 
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Tabla 1. Etiologías de cirrosis. Modificado de Feldman et al., 2017 
(7). 
 
1.1.3 Diagnóstico y clasificación 
Debido a su carácter latente, la cirrosis en estadios tempranos puede 
ser descubierta de manera casual durante la exploración clínica (eritema 
palmar, arañas vasculares, ginecomastia, hipogonadismo, contractura de 
Dupuytren…), cribado por parámetros bioquímicos (transaminasas 
elevadas, hipoalbuminemia, plaquetopenia, hiponatremia…), gastroscopia 
o ecografía abdominal. En otros casos, se puede sospechar por la presencia 
de febrícula, astenia y pérdida de peso. Además, en ciertas ocasiones, se 
puede diagnosticar a través de otras técnicas de imagen como: tomografía 
axial computarizada, resonancia magnética, e incluso laparoscopia. No 
obstante, la biopsia hepática sigue siendo el método aceptado para el 
diagnóstico seguro de cirrosis en fases compensadas. Es sencilla, barata y 
relativamente segura, ya que en según qué fases de la enfermedad entraña 
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un alto riesgo de hemorragia debido a los bajos niveles de plaquetas y 
protrombina del paciente. De cualquier manera, la biopsia, además de 
confirmar el diagnóstico, permite establecer la gravedad, así como el grado 
de actividad histológica, el tipo morfológico y la etiología de la cirrosis (1). 
En la práctica, el estadio de la cirrosis se clasifica según unos índices 
que miden la función hepática. El más utilizado es el Child-Pugh, que asigna 
un número y una letra dependiendo de la gravedad, y que permite establecer 
además el riesgo quirúrgico y el pronóstico global (20). Por otro lado, la 
escala de puntuación MELD se considera un índice pronóstico de la cirrosis 
avanzada, y se aplica principalmente en la priorización de pacientes 
candidatos a trasplante hepático (21) (Tabla 2). 
Tabla 2. Índices de clasificación de la disfunción hepática. 
Clasificación de Child-Pugh 
 1 punto 2 puntos 3 puntos 
Bilirrubina (mg/dL) <2 2-3 >3 
Albúmina (g/dL) >3,5 2,8-3,5 <2,8 
Protrombina 











Ascitis Ausente Leve Moderada 
Encefalopatía Hepática No Grado I-II Grado III-IV 
 Mortalidad              a 1 año           a 2 años 
Child A: ≤6 
Child B: 7-9 










Si MELD(i) > 1: 
MELD=MELD(i)+1.32×(137– sodio)–[0.033×MELD(i)×(137–sodio)] 
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1.1.4 Historia natural 
Diversos estudios han demostrado que la historia natural de la cirrosis 
no representa, como sí lo hacen otras enfermedades, un continuo de una sola 
entidad, sino que atraviesa varias etapas y cada una presenta diferente 
pronóstico, predictores de mortalidad y mecanismos fisiopatológicos. La 
evolución de esta enfermedad se caracteriza por una fase que cursa sin 
síntomas clínicos evidentes (cirrosis compensada), seguida de una fase de 
rápido desarrollo definida por la aparición de complicaciones derivadas del 
aumento de la hipertensión portal (y sus consecuencias hemodinámicas) y/o 
del empeoramiento de la función hepática (cirrosis descompensada) (22). 
El desarrollo de manifestaciones tales como hemorragia por varices, 
encefalopatía hepática, ascitis o ictericia marca la transición hacia cirrosis 
descompensada, que puede ocurrir en el 5-7% de pacientes por año (23). En 
este sentido, una revisión sistemática incluyendo 116 estudios demostró que 
los pacientes que presentan cualquiera de estas complicaciones tienen una 
supervivencia marcadamente inferior a los que sufren de cirrosis 
compensada (supervivencia a un año: 61% vs. 95%) (9).  
Así bien, hemos de tener en cuenta que un paciente cuyas 
descompensaciones son controladas farmacológicamente no podría 
definirse como compensado ya que, aunque estas terapias pudieran 
inicialmente paliar las complicaciones, los mecanismos patogénicos que 
llevarían a su desarrollo estarían todavía presentes y no son mejorados por 
la terapia. Por ello, y conociendo la baja probabilidad de muerte que tienen 
los pacientes compensados (10% a 20 años), el objetivo global en este tipo 
de pacientes es la prevención de las descompensaciones más que prevenir 
la muerte en sí (24, 25). 
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Los avances recientes han profundizado en los mecanismos 
patogénicos subyacentes y en el pronóstico de cada fase, compensada o 
descompensada, permitiendo una sub-clasificación en cuatro etapas (Tabla 
3). Las dos primeras etapas representan la cirrosis compensada, y se 
caracterizan por la ausencia de ascitis, aunque en la segunda puede haber 
varices sin hemorragia (signo de hipertensión portal). La etapa 3 se 
caracteriza por la presencia de ascitis con o sin varices esofágicas y en la 
etapa 4 se incluyen pacientes con hemorragia de varices en presencia o no, 
de ascitis (26). Se espera que en el futuro se pueda plantear una 
estadificación que tenga en cuenta, además de los parámetros histológicos 
y clínicos, los datos biológicos y que esto permita una estimación del 
pronóstico más ajustada (27). 
1.1.4.1 Fallo hepático agudo sobre crónico 
En los últimos años ha surgido el concepto de insuficiencia hepática 
crónica agudizada o ACLF (por sus siglas en inglés, acute-on-chronic liver 
failure) el cual incluye el agravamiento de la enfermedad hepática por algún 
daño agudo y conlleva asociado el fallo de algún órgano (más allá del 
hígado) y un marcado descenso de la supervivencia (mortalidad superior al 
30% a 28 días) (28). Debido a que puede aparecer en pacientes en cualquier 
etapa de cirrosis, previamente descompensados o no, el ACLF se considera 
actualmente una etapa distinta de la cirrosis (Tabla 3). Este síndrome puede 
aparecer en el 24-40% de los pacientes que ingresan en el hospital por una 
descompensación, estando normalmente precedido de un evento 
precipitante, como una infección o hepatitis alcohólica (29). Sin embargo, 
el factor precipitante se desconoce en hasta el 40% de los casos. Se incluyen 
seis tipos de fallo orgánico: hepático, renal, cerebral, de la coagulación, 
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respiratorio y circulatorio (30). El pronóstico se puede calcular siguiendo la 
puntuación CLIF-C ACLF (disponible a través de: 
www.clifresearch.com/ToolsCalculators.aspx)(31). 
Tabla 3. Estadios de la cirrosis y sus mecanismos patogénicos.  
 
1.1.5 Complicaciones de la cirrosis 
En un hígado cirrótico se producen una serie de alteraciones que 
conducen a la obstrucción del flujo de sangre y, por lo tanto, a un incremento 
de la presión en el sistema portal (32). De hecho, la mayoría de las 
complicaciones de la cirrosis se producen por hipertensión portal, la cual 
conlleva vasodilatación arterial periférica, sobre todo en el área esplénica, 
produciendo alteraciones hemodinámicas que comprometen la volemia 
efectiva y que conducen a una hipoperfusión de los órganos periféricos. Esta 
vasodilatación está producida por la producción a nivel endotelial de 
sustancias como óxido nítrico, prostaciclina y endocannabinoides. No 
obstante, en este estado también juega un papel esencial la inflamación 
crónica que presentan estos pacientes, los cuales tienen elevados niveles 
circulantes de citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas (33). En esta 
etapa, además, los pacientes sufren una disfunción inmune que implica tanto 
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a la inmunidad innata como a la adquirida y que les hace altamente 
susceptibles frente a infecciones bacterianas. Todo ello conduce a un 
defecto en la translocación bacteriana y a una diseminación de subproductos 
bacterianos (PAMPs: pathogen associated molecular patterns) en el 
torrente circulatorio. Por otro lado, tanto la apoptosis y necrosis celular 
como la inflamación local que ocurre en el hígado dañado, inducen la 
liberación de DAMPs (danger associated molecular patterns). A su vez, la 
presencia de PAMPs y DAMPs estimula la producción y liberación de 
citoquinas pro-inflamatorias y especies reactivas de nitrógeno y oxígeno. 
Esta cascada contribuye al desarrollo de la disfunción circulatoria y, junto 
con ella, favorece el fallo multiorgánico (34). De hecho, se plantea que, una 
vez la descompensación ha tenido lugar, la cirrosis se convierte en una 
enfermedad multiorgánica/sistémica. 
1.1.5.1 Hemorragia digestiva por varices 
El aumento de presión en la vena porta ocasiona que el flujo se derive 
a otros vasos con los que exista comunicación, provocando así la dilatación 
de venas esofagogástricas. Normalmente la hemorragia se produce sin causa 
precipitante conocida y se manifiesta por lo general como una hematemesis 
masiva o en forma de melenas. Aunque no se ha detectado una estricta 
correlación entre la hemorragia y la severidad de la hipertensión portal, está 
aceptado que, como norma, esta suele presentarse cuando la presión portal 
supera los 12 mmHg (35). Clínicamente son más relevantes las varices 
esofágicas, que pueden encontrarse en aproximadamente el 40% de los 
casos de cirrosis, y tienen una incidencia de 5-10% anual. A medida que 
aumenta el tamaño de la variz, mayor es el riesgo de hemorragia, llegando 
al 30% a dos años en pacientes con varices superiores a 5 mm (7). Por otro 
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lado, se ha calculado que el riesgo de fallecimiento tras un episodio agudo 
podría llegar al 20% en seis semanas (36). Así pues, ante la ausencia de 
tratamientos específicos, se recomienda el uso de ß-bloqueantes para frenar 
el aumento de tamaño de las varices pequeñas a varices grandes (37). 
1.1.5.2 Ascitis 
El término ascitis describe la acumulación patológica de líquido en la 
cavidad abdominal como consecuencia de la hipertensión portal. Esta 
descompensación se manifiesta a través de un abdomen prominente 
acompañado en ocasiones de malestar o dolor, y es considerada la más 
complicación más común, afectando aproximadamente al 5-10% de 
cirróticos por año (38). Recientes investigaciones han reportado que el 
aumento de la presión podría ayudar a la liberación masiva de óxido nítrico, 
provocando vasodilatación. Esto conllevaría el aumento de hormonas 
vasoconstrictoras, que inducen la retención de sodio y fluido extracelular y, 
en esta situación, se produce un deterioro de la función renal (39). 
Asimismo, se ha descubierto que el estado de inflamación crónica que 
sufren estos pacientes es también responsable de la vasodilatación (33). La 
ascitis se puede clasificar en grados, de 1 a 3, en función de la cantidad de 
fluido en la cavidad abdominal; el diagnóstico es sencillo si la ascitis es 
voluminosa (grado 3), pero cuando el volumen es pequeño se hace uso de 
ultrasonografía o tomografía computarizada. Se suele tratar usando 
restricciones dietéticas de sodio, tratamiento diurético o infusión de 
albúmina intravenosa. En otras ocasiones, si es necesario, se elimina el 
líquido mediante paracentesis evacuadora ya que puede producir edemas, 
dificultades respiratorias por compresión del diafragma e hidrotórax 
hepático, así como infecciones (peritonitis bacteriana espontánea).  
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1.1.5.3 Peritonitis bacteriana espontánea 
Debido a las deficiencias en la respuesta inmune y a la disfunción de 
la barrera intestinal, los pacientes cirróticos tienen un crecimiento excesivo 
de bacterias y una tasa elevada de translocación bacteriana. Este hecho 
aumenta el riesgo de desarrollar infecciones en el líquido ascítico, lo que se 
conoce como peritonitis bacteriana espontánea (PBE) (40). Esta 
complicación es el tipo de infección más frecuente en la cirrosis pudiendo 
afectar del 8-36% de los pacientes, con una supervivencia media cercana al 
30% a un año tras el primer episodio, lo que sugiere un rápido 
empeoramiento de la función hepática (23). 
1.1.5.4 Síndrome hepatorrenal 
Este síndrome se caracteriza por un fallo funcional severo del riñón 
en ausencia de anormalidades histológicas conocidas. Tiene lugar en el 
contexto de unas alteraciones basales en la función cardiovascular, en la 
actividad del sistema nervioso simpático y en el sistema renina-angiotensina 
que provoca una vasoconstricción arterial renal intensa, con insuficiencia 
renal progresiva o incluso aguda (41). La frecuencia en pacientes cirróticos 
con ascitis puede llegar al 8% anual, y desarrollarse en hasta el 30% de 
pacientes ingresados con PBE. Esta complicación puede aparecer de manera 
espontánea o ser precedida por un factor precipitante, y es de carácter 
potencialmente reversible (42). 
 
1.2 Encefalopatía hepática  
La encefalopatía hepática es una disfunción cerebral causada por un 
trastorno metabólico en el contexto de la insuficiencia hepática y/o 
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derivaciones portosistémicas. Este síndrome complejo se manifiesta con un 
amplio espectro de alteraciones neuropsiquiátricas que pueden abarcar 
desde un desorden cognitivo discreto hasta el coma profundo (43). El 
conocimiento de que la enfermedad hepática avanzada, lejos de ser un 
trastorno aislado del hígado, puede tener consecuencias en el estado de 
ánimo, el comportamiento y, en término final, en el funcionamiento del 
cerebro, podría remontarse al padre de la medicina occidental, Hipócrates 
(460-371 A.C.) (44). En su tratado, este describió el caso de un hombre con 
ictericia a quien no se le entendía y tenía un comportamiento agresivo; 
Hipócrates llegó a la conclusión de que estas alteraciones se podían deber a 
la “bilis negra” del hígado dañado que llegaba hasta la cabeza. Otro caso, 
aunque ficticio, llamativo por describir la realidad de la época, fue narrado 
por W. Shakespeare en su obra teatral “Noche de Reyes”. En ella aparece el 
personaje Sir A. Aguecheek, un caballero e intelectual inglés que, tras años 
de alcoholismo, muestra un comportamiento errático, timidez y torpeza en 
los movimientos (45). En la escena 3 del acto 1, el personaje comenta: “I 
am a great eater of beef, but I believe that does harm to my wit” (“Soy un 
gran amante de la ternera, pero mucho me temo que me daña la sesera”), lo 
que parece describir una enfermedad hepática subyacente y la presencia de 
un deterioro cognitivo (46). 
En la actualidad, la EH se considera una complicación mayor de la 
cirrosis hepática, afectando de manera significativa la calidad de vida de los 
pacientes y sus cuidadores, amén de tener un gran impacto sobre los 
sistemas sanitarios en términos de utilización de recursos y costes médicos 
asociados (47, 48). De hecho, se ha demostrado recientemente que es una 
de las principales causas de readmisión en pacientes con cirrosis (49). 
Aunque hasta hace poco se consideraba que los pacientes se recuperaban 
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por completo tras sufrir un episodio de EH, actualmente se especula que 
estos episodios dejan secuelas y favorecen el deterioro cognitivo precoz (50, 
51). Sin embargo, a pesar del alto impacto socioeconómico, los estudios 
clínicos en esta área son insuficientes y aún en la actualidad faltan normas 
estandarizadas para su definición, diagnóstico o tratamiento. Esto es debido, 
además, a una fisiopatología muy compleja que aún no está totalmente 
aclarada. 
1.2.1 Características clínicas y clasificación 
La EH presenta una semiología amplia y diversa, que se entiende 
como un continuo de menor a mayor gravedad, comprendiendo desde una 
entidad subclínica hasta el estado comatoso (52). A medida que la 
enfermedad progresa, se pueden detectar cambios neurológicos y 
psiquiátricos, todos ellos inespecíficos en: la personalidad (apatía, 
irritabilidad o desinhibición), la conciencia (desorientación temporo-
espacial, estupor) y la función motora (asterixis e hiperreflexia) (53, 54). 
No obstante, las manifestaciones clínicas pueden variar no solo entre 
distintos pacientes, sino en el mismo paciente de manera longitudinal.  
En este sentido, se ha descrito en los últimos años un estado de EH de 
bajo grado, la EH mínima, que se caracteriza por una ausencia de síntomas 
clínicos y en el cual solo se detectan pequeñas anormalidades 
comportamentales y en test específicos (55). Sin embargo, este estado se 
asocia igualmente a una mayor frecuencia de caídas (odds ratio (OR) 2,9), 
accidentes de tráfico (OR 4,5), así como a un mayor riesgo de 
hospitalización (hazard ratio (HR) 2,5) y muerte (HR 3,4) (56-58). Además, 
predispone al desarrollo de EH clínicamente manifiesta y a una progresión 
más rápida de la cirrosis (59-61). De esta manera, se ve afectada la calidad 
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de vida relacionada con la salud, teniendo un gran impacto sobre áreas con 
importantes consecuencias socioeconómicas, incluyendo el sueño y 
descanso, la interacción social, la gestión del hogar, el comportamiento 
emocional y el trabajo (62).  
Debido entonces a su naturaleza inespecífica, este síndrome podría 
ser en ciertos casos indistinguible de un malestar general u otros factores 
que pudieran potencialmente comprometer la capacidad cognitiva, como el 
consumo continuo de manera abusiva de alcohol (63). Por ello, es necesario 
una correcta clasificación de la gravedad de la EH que permita establecer 
límites precisos entre los diferentes grados utilizando una nomenclatura 
estandarizada y consistente. El sistema que se propuso en 1998 (64) y que 
ha sido modificado en 2014 en la guía de práctica clínica publicada por las 
sociedades europea y americana (EASL-AASLD) (65), clasifica la EH de 
acuerdo a:  
La enfermedad de base. Subdividiéndose en:  
- Tipo A, ocasionada por insuficiencia hepática aguda.  
- Tipo B, producida principalmente por derivaciones 
portosistémicas, sin necesidad de disfunción hepática.  
- Tipo C, que se presenta en pacientes con enfermedad hepática 
crónica terminal e hipertensión portal. 
La gravedad de las manifestaciones. Históricamente se ha 
clasificado la gravedad de la enfermedad de 0 a 4 siguiendo los criterios de 
West Haven, que subdividen el continuo de la EH basados únicamente en 
juicios clínicos (66). Las últimas actualizaciones de estos criterios incluyen 
la EH mínima (64). Esta clasificación es bastante precisa a la hora de 
distinguir pacientes en los límites superior e inferior de la escala, pero tiene 
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limitaciones a la hora de discriminar pacientes con grado 1 de aquellos con 
EH mínima o sin encefalopatía debido a una alta inconsistencia intra- e 
inter-observador. Por otro lado se encuentra la escala CHESS, que organiza 
el espectro de EH de manera lineal en números de 1 a 9 y, aunque no se 
incluye, su desarrollo puso de manifiesto la importancia de tener en cuenta 
la asterixis como criterio en el diagnóstico (67). Así, esto permitió que en 
un informe de consenso de 2011 se incluyera la clasificación SONIC (por 
sus siglas en inglés, espectro de deterioros neurocognitivos en la cirrosis) 
que, aunque sigue sin ser universalmente usada, permite reflejar el espectro 
de hallazgos clínicos y mejora la clasificación clínica de EH (68). Según 
este criterio, no hay necesidad de distinción entre EH mínima de la EH 
grado 1, englobándose ambas en una nueva categoría llamada “encubierta” 
y determina que la observación de desorientación temporal es una 
característica clínica que permite distinguirla de la EH “manifiesta” (EH 
grado 2, 3 y 4) (Tabla 4). A pesar de ello, estudios recientes han confirmado 
que la EH mínima y Grado 1 son diferentes tanto en los mecanismos 
fisiopatológicos subyacentes como en su pronóstico, poniendo de 
entredicho el uso del término “encubierta” (69).  
Tabla 4. Sistemas de clasificación de la gravedad de encefalopatía 
hepática según los criterios de West Haven y SONIC. 
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La evolución en el tiempo. Según este criterio, la EH puede 
clasificarse en: 
- Episódica.  
- Recurrente, que indica el desarrollo de episodios repetidos en un 
intervalo de tiempo no mayor de 6 meses.  
- Persistente, denotando un esquema de alteraciones 
comportamentales que se mantienen en el tiempo y pueden estar 
asociadas a reincidencias de EH manifiesta. 
La presencia de factores precipitantes. Así, podemos diferenciar 
entre precipitada y no precipitada. En el primer caso, se deben identificar 
los factores precipitantes en todos los episodios de EH para poder tratarlos. 
Los factores observados con mayor frecuencia son: infecciones, sangrado 
gastrointestinal, descontrol en la dosificación de fármacos diuréticos, 
desbalance electrolítico y estreñimiento. No obstante, la complejidad del 
síndrome y las comorbilidades de estos pacientes hacen en muchas 
ocasiones imposible la tarea de identificar el factor desencadenante. 
Por lo tanto, según las recomendaciones de las guías de práctica 
clínica vigente, cada paciente y episodio de EH debe describirse y 
clasificarse por un componente de cada una de las cuatro columnas que se 
resumen en la Tabla 5. Enmarcar el episodio actual de EH en el contexto de 
estos cuatro ejes obliga por tanto a los médicos a profundizar y 
potencialmente prevenir los factores desencadenantes, lo cual podría ayudar 
a prevenir los reingresos hospitalarios. 
Tabla 5. Descripción de EH. Modificado de Vilstrup et al., 2014. 
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1.2.2 Diagnóstico 
El diagnóstico y seguimiento de la EH es complejo, ya que el espectro 
de manifestaciones clínicas hace que las distintas estrategias comprendan 
desde escalas clínicas como las mencionadas anteriormente, hasta 
sofisticados test psicométricos y neurológicos, incluyendo además 
exploraciones complejas como son el electroencefalograma, la resonancia 
magnética, la espectroscopía cerebral o los potenciales evocados. No 
obstante, ninguna de las pruebas disponibles en la actualidad son válidas 
para analizar todo el espectro con el que se presenta esta entidad, por lo que 
las opciones diagnósticas varían en función al grado de deterioro (70). 
Los criterios de West-Haven siguen siendo el gold-estándar, pese a 
que ciertos signos clínicos que se valoran podrían estar sometidos a la 
interpretación subjetiva del examinador (por ejemplo, la hipocinesia, la falta 
de atención y el enlentecimiento psicomotor podrían ser pasados por alto 
durante el examen clínico) (71). Además, hemos de recordar que tanto las 
manifestaciones neurológicas de la EH como las pruebas diagnósticas 
disponibles no son específicas de la condición y que el diagnóstico es, en 
consecuencia, de exclusión. Por ello, es importante antes de realizar las 
pruebas descartar otros factores de confusión tales como enfermedades 
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neuropsiquiátricas, el tratamiento con psicofármacos o el consumo activo 
de alcohol (72). Más aún, la presencia de otros trastornos concomitantes 
(hiponatremia, diabetes mellitus, sepsis, fallo renal, hemorragia 
intracraneal, etc.) puede ser otra causa/origen de deterioro cognitivo en 
pacientes con enfermedad hepática crónica, siendo difícil saber qué 
condición (EH o trastornos concomitantes) tiene una mayor contribución a 
la clínica del paciente (73, 74). De manera similar, y debido a que los 
pacientes con cirrosis tienen con normalidad edad avanzada, y que gracias 
a los avances en los cuidados médicos su supervivencia es cada vez mayor, 
la edad será un parámetro a tener en cuenta ya que pueden aparecer factores 
que afecten a la cognición independientemente de la enfermedad hepática. 
Esta distinción entre trastornos concomitantes o dependientes de la cirrosis 
(EH) es importante ya que al identificar correctamente todos los 
mecanismos causantes de las alteraciones se puede plantear un tratamiento 
individualizado. Así pues, una revisión reciente considera que el 
diagnóstico de EH se basa en cuatro factores: 1) una clínica característica, 
2) la detección de fallo hepático o derivaciones portosistémicas, 3) 
exclusión de causas alternativas que expliquen el cuadro clínico y, 4) la 
respuesta del paciente a tratamientos para disminuir los niveles de amonio 
(72). 
Por otro lado, ya se ha comentado que las fases de la EH que cursan 
sin síntomas clínicos tienen un gran impacto sobre la calidad de vida, pero 
que pueden pasar desapercibidas en la práctica clínica habitual. Esta 
condición altera la atención, la memoria operativa, la velocidad 
psicomotora y la capacidad visoespacial, siendo necesarias pruebas 
psicométricas y estudios neurofisiológicos para su diagnóstico (75, 76). Las 
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estrategias varían dependiendo de la logística del centro, de las normas 
locales y del coste incluyendo, entre las más consolidadas: 
- PHES. Consiste en una batería de cinco pruebas 
psicométricas de lápiz y papel diseñadas para detectar las alteraciones 
neuropsicológicas que se asocian a la EH mínima, capaces de evaluar 
la velocidad de procesamiento cognitivo y psicomotor así como la 
percepción visual, la orientación espacial, la concentración, la 
atención y la memoria del paciente (77). Se puede realizar en poco 
tiempo (unos 15 minutos) y la interpretación nos permite distinguir 
entre pacientes con y sin EH mínima. No obstante, y a pesar de ser 
una de las pruebas más utilizadas, artículos recientes ponen de 
manifiesto las deficiencias de este método diagnóstico (78). 
- Frecuencia crítica de parpadeo (FCP). Esta prueba 
psicofisiológica, denominada frecuencia crítica del parpadeo, se usó 
durante el siglo pasado para evaluar los efectos de ciertas drogas 
psicotrópicas sobre el sistema nervioso central. Se define como la 
frecuencia a la que una luz, presentada desde una frecuencia de 60 Hz 
a la baja, se muestra parpadeante al observador, y se introdujo en el 
contexto de la EH en un estudio llevado a cabo por Kircheis y 
colaboradores en 2002 (79). Los estudios han resaltado que valores 
inferiores a 39 Hz se asocian con una cognición deteriorada, y que 
estos valores se recuperan tras la terapia. Recientemente, nuestro 
grupo demostró que la evaluación según esta prueba, ajustada por el 
índice MELD, podía mejorar la predicción de supervivencia en el 
paciente cirrótico (80). Para la realización de la prueba se requieren 
varios ensayos, visión binocular intacta, incluyendo vista rojo-verde, 
así como el uso de un equipo especializado. 
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- CRT. El tiempo de reacción continua, que así se llama la 
prueba, calcula el tiempo de reacción frente a un estímulo, en este 
caso, cien tonos de 500 Hz a 90 dB en intervalos aleatorios de 2 a 6 
segundos a través de unos auriculares. El paciente presiona un botón 
cuando lo oye, y se ha demostrado que el tiempo de reacción aumenta 
de manera proporcional al empeoramiento del estado neurológico del 
paciente (81). Además, el resultado no está condicionado por la edad 
o el sexo del paciente, y no hay efecto de aprendizaje o agotamiento 
en la prueba. 
- EEG. El electroencefalograma produce datos objetivos del 
funcionamiento cerebral que, a diferencia de los test anteriores, son 
independientes de la cooperación del paciente o de influencias 
sociológicas. Estos resultados se han asociado en numerosas 
ocasiones a la severidad de EH. Sin embargo, la dificultad y 
subjetividad de su interpretación, así como su escasa sensibilidad han 
hecho cuestionar su utilidad (82). 
- Sobrecarga Oral de Glutamina (SOG). Aunque no es una 
prueba que permita la detección de EH mínima, la Sobrecarga Oral de 
Glutamina es usada para determinar el pronóstico en este tipo de 
pacientes. Consiste en la administración vía oral de 10 gramos de L-
glutamina en ayunas y la medición de los niveles de amonio 
circulantes a tiempo basal y 60 minutos tras la sobrecarga. El amonio 
aumenta, presumiblemente, debido a una mayor actividad 
glutaminasa en el epitelio intestinal (83). Este incremento como 
respuesta a la sobrecarga se ha relacionado con un mayor riesgo de 
desarrollo de EH durante el seguimiento. Más aun, un estudio reciente 
propuso que clasificando a los pacientes en función de la respuesta a 
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esta prueba se podrían identificar diferentes tipos de la enfermedad y 
por tanto, permitiría plantear un mejor manejo o estrategia terapéutica 
(84). 
- Pruebas de laboratorio. Diversos estudios en los últimos 
tiempos han perseguido detectar la presencia de EH sin curso clínico 
mediante marcadores circulantes, susceptibles de ser analizados 
rutinariamente en las visitas de los pacientes. Es el caso de la 3-
nitrotirosina, un metabolito producto de la nitración de la tirosina que 
se considera marcador reflejo del estrés oxidativo, y cuyos niveles en 
suero se encontraron aumentados en pacientes con EH mínima 
mostrando un alto rendimiento diagnóstico (85). No obstante, la 
necesidad de validación en cohortes mayores ha limitado su 
aplicación.  
En este tenor, un metanálisis reciente ha propuesto que otras 
modalidades de diagnóstico, las denominadas “point-of-care”, se presentan 
como herramientas con una utilidad prometedora (86). Son gratis, fáciles de 
usar y nos permiten monitorizar las terapias intervencionistas. Sin embargo, 
este mismo estudio pone de manifiesto la necesidad crear un criterio de 
consenso para el diagnóstico en el que se establezcan puntos de corte bien 
definidos junto a tablas de distribución normal para ajustar las variables. 
Entre estas herramientas podemos encontrar: 
- ICT. El Inhibitory Control Test mide la atención y la 
inhibición de la respuesta, identificando déficits en la función 
ejecutora y en el autocontrol. Los sujetos, frente a un ordenador, 
deben presionar un botón en respuesta a unas letras que van 
apareciendo en la pantalla cada 500 milisegundos. En 40 ocasiones, 
aparecen señuelos y el paciente debe evitar pulsar el botón. Se asoció 
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el número de fallos con el diagnóstico de EH mínima (87). Sin 
embargo, y a pesar de que la prueba ha intentado refinarse en varios 
estudios, el poder diagnóstico de estos “señuelos” ha ido empeorando 
con cada estudio.  
- Stroop EncephalApp. Esta prueba, disponible en forma de 
aplicación móvil, evalúa la atención selectiva a través del efecto 
stroop. Para ello, se muestran una serie de pantallas donde aparece el 
nombre de un color escrito en un color que no corresponde al nombre. 
Se mide el tiempo que necesita un paciente en hacer cinco series 
correctas (88). 
- SIP. El Sickness Impact Profile es una modificación de un 
cuestionario de calidad de vida relacionado con la salud, consistente 
en cuatro preguntas de respuesta si/no. A diferencia del resto de 
pruebas, no evalúa la capacidad cognitiva del paciente. El resultado, 
introducido en una fórmula de regresión, se ha usado en varios 
estudios para estratificar el riesgo (89, 90).  
- ANT. Para el desarrollo de la prueba ANT (Animal naming 
test) se le pide al paciente que nombre tantos tipos de animales como 
pueda en el tiempo de 60 segundos. Ajustando por el nivel de estudios 
y edad del paciente se obtiene una puntuación que se ha asociado al 
desarrollo de eventos de EH (91). 
Con todo esto, queda claro que las pruebas diagnósticas para EH 
mínima o encubierta son relevantes ya que pueden ayudar a pronosticar el 
desarrollo de eventos de EH manifiesta y ser un indicativo de calidad de 
vida o estatus socioeconómico; estas pruebas servirían, además, para 
orientar a pacientes y cuidadores según el pronóstico, así como para 
priorizar las opciones de tratamiento. No obstante, la capacidad para 
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detectar EH mínima y predecir episodios de EH sigue siendo limitada; 
además, seguir esta estrategia no siempre es óptimo debido al coste que 
conlleva, a que las conclusiones del cribado no siempre son claras, y a que 
no siempre se recomienda un tratamiento. Más aún, la falta de 
homogeneidad entre distintas pruebas ha provocado que se recomiende una 
combinación de un mínimo de dos de ellas para el diagnóstico de EH 
mínima. Es por ello que todavía existe la necesidad de pruebas que 
representen una mejora en la precisión diagnóstica, que sean sencillos de 
aplicar y, sobre todo, que ayuden en la clínica en el proceso de toma de 
decisiones. 
1.2.3 Epidemiología 
La aparición de EH como una de las principales causas de reingresos, 
mortalidad y deterioro psicosocial en la cirrosis debe ser un hito para 
mejorar su gestión (92). En comparación con otras complicaciones de la 
cirrosis, como la ascitis o el sangrado por varices, la EH se asocia con un 
peor pronóstico, con una mortalidad a un año de hasta un 64% (93). 
Además, la tendencia demográfica actual hacia una población que envejece 
hace que el diagnóstico sea aún más difícil y aumenta la carga de la EH, ya 
que la mayoría de los pacientes en edad avanzada no son candidatos para 
trasplante de hígado (94). Se estima que este síndrome puede ser 
clínicamente evidente en un tercio de los pacientes con cirrosis en algún 
momento de su evolución clínica y que, si fuera testado de manera adecuada 
en toda la población en riesgo, hasta un 80% podría presentar cualquiera de 
sus formas subclínicas (55, 95, 96). En esta línea, se ha calculado que podría 
haber 7-11 millones de personas afectadas, con una incidencia anual de 
aproximadamente 150.000 nuevos casos solo en Estados Unidos (47).  
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En términos generales, el riesgo de un primer evento de EH manifiesta 
oscila entre 5-25% durante los 5 primeros años tras el diagnóstico de la 
cirrosis (97, 98). Asimismo, se ha detectado un riesgo acumulado de 
recurrencia a 1 año en individuos con EH previa cercano al 40% (99). Más 
aún, se ha estimado recientemente que los pacientes con cirrosis y una 
disfunción cognitiva discreta pueden desarrollar aproximadamente un 
evento de EH por cada 3 años de supervivencia (65). De cualquier manera, 
y como se ha esbozado a lo largo de estas líneas, la carga de la enfermedad 
hepática crónica está en rápido crecimiento y en muchas ocasiones existe 
ausencia de diagnóstico tanto de cirrosis como de EH. Por ello, se necesitan 
más datos para concretar más la epidemiología de la EH.  
1.2.4 Fisiopatología 
La patogenia de EH comprende una red compleja compuesta por 
diferentes factores, los cuales pueden estar influenciados por sistemas 
orgánicos interdependientes como pueden ser el gastrointestinal, renal, 
nervioso o el inmune. A pesar de que históricamente se ha considerado la 
acumulación de amonio como el principal factor en el desarrollo de EH, es 
cada vez más evidente que otros factores tales como la inflamación y el 
estrés oxidativo/nitrosativo podrían actuar de manera sinérgica (100). Entre 
los mecanismos fisiopatológicos conocidos se incluyen la alteración de la 
permeabilidad de la barrera hematoencefálica, la producción de citoquinas, 
cambios en la síntesis y liberación de diversos neurotransmisores, estrés 
oxidativo a nivel neuronal, así como fallos en la función mitocondrial y 
fracaso osmótico resultado de los cambios en el metabolismo de los 
astrocitos (101-103). 
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1.2.4.1 Metabolismo de compuestos nitrogenados 
A pesar de que los aspectos moleculares subyacentes al desorden 
neurológico en el fallo hepático agudo o crónico todavía siguen sin estar 
descritos por completo, se ha propuesto que los niveles de amoniaco (NH3 
gas + NH4+ ion) en sangre elevados podrían jugar un papel en la disfunción 
del sistema nervioso (104, 105). De hecho, diversos estudios han mostrado 
que factores que incrementan el amoniaco producen un empeoramiento de 
la EH, presentando correlación con la severidad y la mortalidad, mientras 
que la reducción farmacológica de estos niveles puede revertir los síntomas 
(106, 107). Además, ciertos modelos animales basados en el incremento de 
amoniaco plasmático o cerebral pueden recapitular las características 
clínicas y bioquímicas de la EH (108, 109). En la mayoría de los líquidos 
biológicos la forma protonada suele ser la especie más abundante 
(aproximadamente 98% a pH fisiológico 7,4, aumentando aún más a medida 
que desciende el pH en determinados líquidos intersticiales) por lo que, en 
la mayoría de ocasiones, y de ahora en adelante a lo largo de este texto, se 
tendrá en cuenta la fracción de amonio como el total de amoniaco presente 
en el organismo. 
El amonio se produce de manera masiva en el intestino delgado como 
un subproducto del metabolismo del nitrógeno llevado a cabo por la 
actividad de la enzima Glutaminase kidney isoform, mitochondrial 
(glutaminasa, EC:3.5.1.2) en el enterocito, así como por la acción de 
bacterias productoras de Urease (ureasa, EC:3.5.1.5) (110). El amonio 
producido es absorbido por el epitelio mucoso y transportado al hígado a 
través de la circulación portal. En un estado saludable, el metabolismo 
hepático del amonio ocurre en dos áreas: a) en los hepatocitos periportales 
a través del ciclo de la urea, el cual es una vía de alta capacidad de 
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detoxificación de amonio y b) en los hepatocitos pericentrales, gracias a la 
incorporación de amonio al glutamato por la actividad con alta afinidad de 
la enzima Glutamine synthetase (glutamina sintetasa, EC:6.3.1.2)(101). En 
un hígado dañado, y especialmente en uno cirrótico, donde se ha 
demostrado que existe hasta cuatro veces más actividad productora de 
amonio, los hepatocitos no pueden manejar la sobrecarga y el ciclo de la 
urea se satura (83). Cuando se llega a esta situación, los mecanismos 
alternativos de detoxificación en el músculo esquelético, riñones y cerebro 
se ponen en marcha (111).  
Los astrocitos, las células gliales más abundante en el sistema 
nervioso central, llevan a cabo muchas funciones tales como proveer 
nutrientes y soporte mecánico a las neuronas circundantes. Son, además, 
piezas clave en el transporte y flujo de iones y neurotransmisores en el 
cerebro, amén de ser los principales componentes de la barrera 
hematoencefálica ya que envuelven con sus podocitos a las células 
endoteliales (112). Así, durante un estado de hiperamoniemia, los astrocitos 
protegen a las neuronas frente a la toxicidad del amonio gracias a la 
actividad de la enzima glutamina sintetasa, siendo éste incorporado al 
glutamato para formar glutamina (113-115). En condiciones de normalidad, 
este aminoácido se encuentra sobre 0,5 mmol/L en el intersticio cerebral, 
pero puede alcanzar la concentración de 9 mmol/L durante la 
hiperamoniemia (116). Esta sobrecarga produce la saturación del transporte 
de salida de glutamina (Km=1 mmol/L), promoviendo su acumulación a 
nivel citosólico y mitocontrial y, por tanto, genera un estrés osmótico que 
causa hinchazón en los astrocitos. Además, en esta situación se produce una 
sobreestimulación de los receptores NMDA de glutamato, conllevando la 
entrada de calcio, la activación de la calmodulina y finalmente la 
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producción de óxido nítrico (117). De esta manera, la producción 
consecuente de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno van a inducir una 
serie de procesos: nitración de tirosinas, cambios en la señalización 
intracelular, movilización de zinc, oxidación de ARNs y alteraciones en la 
transcripción génica (101). Esta secuencia de eventos que tienen lugar, 
unido al daño mitocondrial producido por la toxicidad de estas especies (se 
forma el poro de transición de permeabilidad mitocondrial; del inglés, 
mPTP), son conocidos en la actualidad como la hipótesis del caballo de 
Troya (115, 118, 119). 
Según lo expuesto, la hiperamoniemia no solo afecta a los órganos 
periféricos, sino que produce además alteraciones en la estructura y 
funcionalidad de los astrocitos y las neuronas centrales. En esta situación, 
se ha estudiado ampliamente la regulación a la baja que se observa en los 
transportadores Excitatory amino acid transporter 2 y GLyT-1 a nivel del 
astrocito. Esto previene el reciclaje de glicina y glutamato y promueve 
cambios en la neurotransmisión, ya que estas células controlan el flujo de 
neurotransmisores así como de energía, líquido e iones hacia las neuronas 
(120, 121). En este sentido, se ha descrito también que un desequilibrio en 
el potasio, que se acumularía extracelularmente, induce la activación del 
transportador neuronal Solute carrier family 12 member 2, desacoplando la 
neurotransmisión inhibitoria cortical (122). Este desequilibrio produce 
hinchazón de los astrocitos (se ha reportado una pérdida de expresión de 
GFAP y AQP-4) y activación de la microglía (123). A su vez, estos cambios 
incrementan la presión en el área circundante promoviendo el descenso en 
la densidad de espinas dendríticas de las neuronas corticales sensorimotoras 
de la capa V así como de las piramidales CA1 del hipocampo (124, 125). 
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Esta podría ser la causa subyacente a la merma intelectual y motora asociada 
a los pacientes con EH.  
1.2.4.1.1 Glutamina 
La homeostasis del amonio está controlada principalmente por el 
metabolismo de la glutamina, llevado a cabo por la actividad de las enzimas 
glutaminasa y glutamina sintetasa, las cuales degradan y producen 
glutamina, respectivamente. En este sentido, estudios recientes han 
aportado evidencias de que, parte de los efectos negativos del amonio son, 
en realidad, producidos por el acúmulo de glutamina (115). 
Consecuentemente, se determinó que los niveles elevados de glutamina en 
el líquido cefalorraquídeo eran una característica distinguible de EH (126). 
Así pues, la glutamina sirve como un transporte lanzadera de nitrógeno 
entre distintos órganos, donde juega múltiples papeles; es precursor de 
proteínas y glicoproteínas, está implicado en la síntesis de purinas y 
pirimidinas en diferentes tejidos y es esencial en el mantenimiento del 
equilibrio ácido-base en el riñón, siendo el principal donante del amonio 
que es excretado en la orina (127). Curiosamente, tanto en el riñón como en 
el hígado, el esqueleto carbonado de la glutamina entra en el ciclo de Krebs 
y participa de la gluconeogénesis. La cantidad de glucosa producida a través 
de esta vía podría suponer hasta el 25% de la glucosa circulante total, siendo 
superior en el caso de que el paciente presente diabetes (128). De hecho, la 
glutamina se encuentra ligada a la secreción de insulina por las células ß 
pancreáticas donde estimula la oxidación de glucosa, con un consecuente 
aumento del ratio ATP/ADP, induciendo así la despolarización de la 
membrana y un incremento de los niveles intracelulares de calcio, lo que 
produce la liberación de insulina al torrente sanguíneo (129). Además, la 
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glutamina sirve como combustible para las células del intestino, donde 
participa en el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal (130). 
En el cerebro, por otro lado, está implicada en el ciclo glutamina/glutamato, 
en el cual la glutamina se sintetiza a partir del glutamato reabsorbido desde 
el espacio sináptico (131). Otra función importante es la producción de 
NAPDH, el cual sirve para mantener el potencial redox en términos del ratio 
GSH/GSSG (127). 
Finalmente, se ha descrito que uno de los principales roles de la 
glutamina en la patogenia de la EH es la formación del mPTP, un proceso 
definido por la apertura de un poro en la membrana interna de la 
mitocondria (115). Específicamente, se ha observado que la glutamina es 
transportada hacia la mitocondria donde es hidrolizada por la glutaminasa, 
aumentando así los niveles de amonio e induciendo la producción de 
radicales libres; estos últimos desencadenan disfunción mitocondrial y 
estrés oxidativo, los cuales, en última instancia llevan a la producción del 
mPTP y las alteraciones estructurales en los astrocitos (132, 133). 
1.2.4.1.2 Glutaminasa 
Esta enzima es responsable de una gran producción de amonio por su 
actividad en el primer paso de la glutaminolisis. De hecho, se ha encontrado 
que esta actividad está hasta cuatro veces aumentada a nivel duodenal en 
los pacientes con cirrosis, y se ha propuesto que podría ser una de las fuentes 
principales de esta neurotoxina (134). Más aún, la actividad está 
correlacionada con la presencia de EH mínima y con pacientes con una 
prueba de sobrecarga oral de glutamina alterada (83). 
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1.2.4.2 Inflamación 
A pesar de que la relevancia del amonio en la patogénesis de la EH 
queda patente, se han encontrado algunas discrepancias en las correlaciones 
entre los niveles de amonio y la severidad de la enfermedad (135). De 
hecho, la hiperamoniemia no siempre desencadena EH y la disfunción 
cognitiva puede aparecer en pacientes con niveles normales de amonio, lo 
que sugiere que otros factores podrían actuar de manera sinérgica (136). En 
este sentido, la cirrosis descompensada puede producir tanto 
hiperamoniemia como inflamación sistémica, y actualmente se piensa que 
el incremento de amonio puede sensibilizar al cerebro ante estímulos 
inflamatorios sistémicos provocando una respuesta inflamatoria local 
aguda, la cual se podría ver agravada por la disfunción de los neutrófilos 
inducida a su vez por el amonio (137-139). En este tenor, Romero-Gómez 
et al., encontraron que los pacientes con niveles elevados de óxido nítrico o 
TNFr2 mostraban un incremento de amonio mayor durante la prueba de 
sobrecarga oral de glutamina en comparación con los controles (140). Estos 
resultados confirmaron la relación entre la actividad productora de amonio 
y el estado inflamatorio, el cual ha sido también relacionado con el riesgo 
de translocación bacteriana y peritonitis bacteriana espontánea (141). Más 
aún, otro estudio concluyó que las células endoteliales cerebrovasculares 
incrementan la absorción de amonio tras la exposición a TNF-alfa (142). De 
manera similar, recientes hallazgos en modelos animales han revelado que 
la hiperamoniemia crónica induce la activación de la microglía y la 
neuroinflamación, pero también que ratones que reciben un estímulo de 
lipopolisacárido llegan a mostrar alteraciones cognitivas y motoras (139, 
143). 
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Debido a su elevada susceptibilidad a las infecciones, los pacientes 
que padecen cirrosis avanzada presentan altos niveles de citoquinas 
proinflamatorias (144). Estas infecciones pueden resultar en ACLF y 
podrían ser factores desencadenantes de episodios de EH, siendo 
responsables de gran parte de la mortalidad asociada (145). En realidad, la 
presencia del síndrome de respuesta inflamatoria sistémica y los niveles de 
TNF-alfa e IL6 son factores determinantes y guardan correlación con la 
severidad de la EH en pacientes con cirrosis (146, 147). También se ha 
demostrado, años más tarde, que los niveles de estas citoquinas se 
encuentran asociados con la severidad de EH mínima, permitiendo incluso 
discriminar estos pacientes de individuos sin alteraciones (148). Más aún, y 
según un estudio reciente, estas citoquinas circulantes, y no los niveles de 
amonio, guardan correlación con los grados de EH mínima/encubierta y EH 
manifiesta (149). 
Sin embargo, las citoquinas circulantes no pueden ejercer ningún 
efecto en el cerebro directamente ya que son incapaces de atravesar la 
barrera hematoencefálica. No obstante, podrían tener influencia sobre la 
permeabilidad de esta barrera afectando a: la activación de las neuronas 
aferentes del nervio vago que permite el transporte de señales desde los 
tejidos periféricos hacia el cerebro; mensajeros secundarios (óxido nítrico y 
prostanoides) que son producidos en respuesta a citoquinas como TNF-alfa 
e IL-1ß; el parénquima cerebral en zonas donde hay ausencia de barrera 
hematoencefálica (150). Así, podemos decir que la inflamación sistémica 
está estrechamente relacionada con la neuroinflamación ya que esta 
condición puede inducir la liberación de factores pro-inflamatorios en el 
cerebro por parte de las células endoteliales. Estos factores mediadores 
pueden además promover la activación de la microglia y así favorecer la 
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liberación de varios tipos de quimioquinas (151, 152). Concretamente, se 
ha estudiado los efectos de la sobreexpresión de C-C motif chemokine 2 en 
el deterioro asociado a EH (153). Además, varios estudios usando modelos 
animales (ratas con derivación porto-cava o ligadura del ducto biliar), han 
demostrado la contribución de la neuroinflamación en las alteraciones 
motoras y cognitivas y, por tanto, a la patogénesis de EH (109). 
1.2.4.3 Eje intestino-hígado 
El hígado y el intestino están comunicados entre sí a través del tracto 
biliar, la vena porta y la circulación sistémica. El hígado libera ácidos 
biliares y otros compuestos bioactivos al tracto biliar y a la circulación 
llegando, en última instancia, al intestino. Estos compuestos endógenos 
junto a otros exógenos (provenientes de la dieta y/o de la exposición 
ambiental), son degradados en el intestino por parte de las células del 
hospedador y de los microorganismos simbiontes. Los subproductos de este 
metabolismo pueden volver al hígado y tener influencias sobre su 
funcionamiento regulando la síntesis de ácidos biliares y el metabolismo de 
la glucosa y los lípidos. 
1.2.4.3.1 Microbiota 
Gracias al reciente desarrollo de nuevas técnicas independientes de 
cultivo (Next-Generation Sequencing), la comunidad científica está 
acumulando nuevos datos y progresivamente resaltando el papel de la 
microbiota intestinal en la fisiología y la salud humanas. Tanto es así que se 
están produciendo cambios continuos en el paradigma de la fisiopatología 
de incontables enfermedades humanas. No obstante, se piensa que un 
equilibrio en el sistema gastrointestinal resulta en una simbiosis microbiota-
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hospedador estable y saludable. De hecho, la microbiota intestinal tiene un 
número importante de responsabilidades estructurales y funcionales, 
estando implicada en el metabolismo de polisacáridos no digeribles, 
absorción de iones, lípidos y otros nutrientes, regulación del metabolismo 
de ácidos biliares e incluso producción de vitaminas (154). Además, su 
estabilidad es crucial en el mantenimiento de la función inmunológica, 
teniendo influencia tanto a nivel intestinal como sistémico (155). Al mismo 
tiempo, participa en la subsistencia de la barrera intestinal y, de la misma 
manera, sirve como barrera para otros microorganismos potencialmente 
patógenos, actuando a través de mecanismos de exclusión competitiva del 
nicho. A lo largo de la vida, son varios los factores que pueden determinar 
la composición de la microbiota de un individuo incluyendo: factores 
genéticos, dieta, exposición a antibióticos e incluso la localización dentro 
del tracto gastrointestinal. 
El hígado es un órgano clave que se encuentra en la línea de transición 
de muchas interacciones entre el intestino y el metabolismo del hospedador, 
ya que está en contacto estrecho con el tracto gastrointestinal y, a su vez, 
expuesto a cantidades críticas de componentes bacterianos y sus productos 
(156). Por su posición anatómica se halla a medio camino entre los órganos 
periféricos y el sistema venoso porta, del que recibe hasta el 75% de la 
sangre que llega al hígado (157). Los cambios en la composición de la 
microbiota, tanto en número de especies (diversidad) como en cantidad 
total, se conoce como disbiosis, y es una situación que se ha asociado con 
la presencia de diferentes condiciones crónicas como enfermedad 
inflamatoria intestinal, obesidad e incluso diabetes (158, 159); pero además 
se ha demostrado que contribuye a la patogénesis de la mayoría de las 
enfermedades hepáticas como hígado graso de origen alcohólico y no 
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alcohólico, enfermedades colestásicas, progresión de fibrosis a cirrosis e 
incluso complicaciones de éstas, como la EH (160).  
Los cambios que se producen pueden alterar, por ejemplo, la 
capacidad de digerir fibras solubles en ácidos grasos de cadena corta (por 
sus siglas en inglés, SCFAs), los cuales inducen la liberación de hormonas 
gástricas como PYY y GLP-1 a través de su unión a receptores acoplados a 
proteína G en las células enteroendocrinas. De esta manera, los SCFAs 
pueden regular la motilidad y la tasa de tránsito intestinal, así como el 
rendimiento de energía obtenida de la dieta y las rutas de señalización de 
insulina (161). Más aún, se ha demostrado que el butirato y otros SCFAs 
pueden tener efectos a nivel cerebral a través de la modulación del medio 
inmune (162). De acuerdo con las afirmaciones anteriores, se ha propuesto 
la existencia de un bucle de retroalimentación que explicaría el impacto de 
la fibra (polisacáridos no digeribles) en la diversidad de la microbiota: la 
dieta que ingerimos da forma a nuestra microbiota y su metabolismo, 
regulando así el estado de la barrera mucosa colónica (se ha encontrado que 
Bacteroidetes thetaiotaomicron, un generalista nutricional, tiene la 
capacidad de alternar su metabolismo de estos polisacáridos a glucanos de 
la mucosa en la ausencia de fibra); por otro lado, estos cambios regulan la 
absorción de nutrientes a nivel intestinal (163). 
En el contexto de la cirrosis se han detectado con frecuencia 
alteraciones de la flora intestinal, incluyendo el crecimiento excesivo en el 
intestino delgado de bacterias gram negativas potencialmente patógenas, las 
cuales pueden contribuir en alguna forma a la producción de amonio o de 
la respuesta inflamatoria sistémica (164, 165). En concreto, y de manera 
paralela a la progresión de la cirrosis, se ha observado una reducción de los 
comensales autóctonos en favor de especies pertenecientes a 
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Enterobacteriaceae o Streptococcaeae, que pueden producir tanto 
endotoxina como amonio a través de su actividad ureasa (166, 167). 
Además, la hipertensión portal, el daño oxidativo y el defecto en la 
secreción de Inmunoglobulina A que se da en los pacientes cirróticos 
produce desperfectos en el la barrera intestinal, aumentando su 
permeabilidad (168-170). 
En relación con la EH, se ha descubierto que la tasa de disbiosis, 
calculada como la ratio de taxones autóctonos frente a los no autóctonos, 
está asociada con la enfermedad (171). Por ejemplo, Zhang et al., han 
mostrado recientemente que dos familias de bacterias se encontraban 
mayormente representadas en pacientes cirróticos con y sin EH mínima 
frente a controles. Además, encontraron que la abundancia de Streptococcus 
salivarius era significativamente mayor en los pacientes con EH mínima y 
que se correlacionaba con los niveles de amonio (172). De manera similar, 
Bajaj et al., encontraron una relación positiva entre la degeneración de la 
función cognitiva en cirróticos y los niveles de Porphyromonadaceae y 
Alcaligeneaceae (173). Por otro lado, se ha visto que los niveles de amonio 
elevados pueden inducir una parálisis inmune debido a que provocan la 
disfunción de neutrófilos y macrófagos. Esto conlleva una mayor tasa de 
translocación bacteriana, que puede ocasionar peritonitis bacteriana 
espontánea (174). De esta manera, las bacterias y sus subproductos pueden 
generar un estado inflamatorio, a través de la activación de los macrófagos 
hepáticos vía agonismo de los receptores Toll-like (175). Las endotoxinas, 
semejantemente a las citoquinas, son incapaces de atravesar la barrera 
hematoencefálica, pero incrementan su permeabilidad y finalmente actúan 
sobre el parénquima cerebral (176). 
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1.2.4.3.2 Ácidos biliares 
La mayoría de los ácidos biliares que son secretados en el duodeno 
provenientes del hígado son captados por los enterocitos a través de un 
transporte activo, liberados al torrente sanguíneo y captados de nuevo por 
el hígado. Sin embargo, en un hígado dañado los ácidos biliares se acumulan 
y se han descrito niveles circulantes aumentados en enfermedades crónicas 
hepáticas de distintas etiologías (177). De hecho, su valor predictivo para 
detectar descompensaciones o el desarrollo de ACLF está en estudio (178). 
Consecuentemente, en un modelo animal de ligadura del ducto biliar, se ha 
detectado también un incremento de los ácidos biliares en circulación y 
curiosamente esto se correlaciona con una pérdida de la integridad de la 
barrera hematoencefálica (179). En este sentido, se ha descubierto la 
presencia de grandes cantidades de ácidos biliares en el líquido 
cefalorraquídeo de pacientes con EH (180). Es por ello que está siendo 
estudiado el papel de los ácidos biliares e incluso la bilirrubina en el 
desarrollo de EH. Uno de los mecanismos que ha llamado la atención es la 
vía de señalización del Bile acid receptor, el cual, bien a través del control 
de neurotransmisores o bien del mantenimiento homeostático del colesterol, 
podría jugar un papel en la aparición de la EH. De hecho, ratones FXR-/- 
muestran alteraciones en la neurotransmisión GABAérgica, serotoninérgica 
y glutamatérgica, y presentan un comportamiento depresivo, ansioso y con 
cambios en la actividad motora (181). 
1.2.5 Tratamiento y manejo 
A pesar del gran impacto social y los numerosos estudios que se han 
llevado a cabo, la falta de uniformidad en la clínica de la EH sumada a la 
cantidad de factores que pueden desencadenarla hacen que aún no se hayan 
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encontrado evidencias sólidas sobre la efectividad de la mayoría de las 
medidas terapéuticas propuestas. El tratamiento farmacológico específico 
se considera parte del manejo, pero aún hace falta la consecución de ensayos 
clínicos bajo una estricta regulación que asegure la efectividad. En la 
actualidad, solo se tratan los episodios de EH manifiesta siguiendo una 
aproximación dependiente de la severidad en la presentación.  
No obstante, se han aceptado una serie de medidas sobre el manejo en 
donde la primera prioridad consiste en identificar y eliminar, dentro de lo 
posible, el/los factor/es desencadenante/s (tales como hemorragia, 
infección, desequilibrio electrolítico, medicación, etc.) (65). Por otro lado, 
el amonio sigue siendo una de las dianas principales y se persigue reducir 
la producción y maximizar la eliminación para disminuir sus niveles en 
sangre evitando así sus efectos sobre el sistema nervioso (72). Sin embargo, 
no se tiene en cuenta a otros factores determinantes en el desarrollo de la 
enfermedad como el estrés oxidativo o la inflamación. Otra medida se basa 
en el mantenimiento del estado nutricional del paciente, que suele ser 
deficitario, sobre todo en estadios avanzados de la enfermedad. Como se ha 
mencionado anteriormente, el músculo es un órgano que puede eliminar 
gran cantidad del amonio acumulado en el lecho portal y, por tanto, se 
considera importante evitar el catabolismo proteico y la pérdida de masa 
muscular en pacientes con EH, para así asegurar un balance nitrogenado 
estable. En el pasado se ha llegado a recomendar dietas hipoproteicas, 
aunque los últimos estudios han demostrado que no tienen efectos 
favorables para este tipo de pacientes y que los requerimientos de estos 
nutrientes son los mismos que los de pacientes con cirrosis per se (182). 
Además, se ha propuesto como beneficioso el consumo de proteínas 
vegetales y lácteas por encima de las de origen animal o el uso de 
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suplementos con alta proporción de aminoácidos ramificados, los cuales 
pueden inducir la ganancia de masa muscular y estimular la síntesis de 
proteinas (183). Finalmente, la prevención de la recurrencia debe ser un 
factor importante a manejar, sobre todo conociendo que el riesgo de sufrir 
un episodio es mayor en pacientes previamente experimentados. Por ello, la 
profilaxis debe ser de obligado cumplimiento.  
Entre los fármacos más utilizados en la actualidad, podemos 
encontrar: 
- Disacáridos no absorbibles. La lactulosa o el lactitol se 
metabolizan en el colon dando lugar a subproductos con efectos 
laxantes. Además, producen una disminución del pH intestinal, lo 
cual inhibe la absorción de amonio y la translocación bacteriana 
(184). Aunque su efecto ha sido objeto de discusión durante años, un 
reciente meta-análisis ha demostrado que su uso es beneficioso en la 
prevención y tratamiento de la EH (185). A pesar de que los efectos 
secundarios son frecuentes, su uso está generalmente extendido. Por 
otro lado, ensayos clínicos aleatorizados han demostrado que la 
terapia con polietilenglicol vs. lactulosa era superior en pacientes 
cirróticos hospitalizados por EH aguda (186, 187). Sin embargo, 
hacen falta nuevos estudios para evaluar la eficacia de este 
tratamiento. 
- Antibióticos. La rifaximina es un antibiótico no absorbible 
que no genera resistencias y que ha demostrado su seguridad y 
efectividad para prevenir los episodios y la recurrencia de EH, así 
como el número de ingresos hospitalarios y su duración cuando es 
administrada sola o en combinación con lactulosa (99, 188, 189). 
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- L-ornitina L-aspartato (LOLA). Estas moléculas sirven 
como sustrato para el ciclo de la urea en los hepatocitos periportales. 
Además, pueden activar la producción de glutamina en los 
hepatocitos pericentrales y en el músculo esquelético conllevando 
todos estos procesos, la eliminación de amonio. A pesar de que ciertos 
estudios muestran una mejora en la recurrencia de EH, en algunas 
ocasiones los pacientes presentan efecto rebote en los niveles de 
amonio al cesar el tratamiento, por lo que hacen falta más datos para 
determinar la duración y dosis de esta terapia (190-192). Más aun, 
este producto no se comercializa en algunos países, España entre 
ellos. 
- Ornitina fenilacetato. Este tratamiento está enfocado en la 
formación de glutamato y la eliminación de glutamina, como 
mediador en los niveles de amonio (193). Este fármaco se encuentra 
aún en ensayos fase II (https://clinicaltrials.gov). 
- Albúmina y diálisis. La administración de albúmina podría 
mejorar la acumulación de especies reactivas de oxígeno gracias a sus 
propiedades antioxidantes. Diversos estudios han demostrado que en 
ciertos casos prolonga la supervivencia, aunque no es eficaz a la hora 
de resolver o prevenir el episodio de EH, los niveles de amonio, 
marcadores de estrés oxidativo, etc. (194-196). No obstante, a través 
del uso del sistema MARS (del inglés, Molecular Adsorbent 
Recirculating System) se ha conseguido obtener una mejoría más 
rápida que en pacientes que no utilizaron este dispositivo (197). 
- Probióticos. Numerosos estudios han mostrado que, a través 
de la modulación del microambiente, el tratamiento con probióticos 
da forma a una microbiota que produce menos amonio y, por tanto, 
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los pacientes mejoran en la severidad de los eventos. Sin embargo, la 
alta variabilidad en los tipos y composición de los probióticos así 
como la falta de validación de estos estudios hacen que su uso aún no 
sea recomendado (198). Recientemente, un ensayo clínico fase I ha 
demostrado que el trasplante de microbiota fecal es seguro y bien 
tolerado, a la vez que mejora la diversidad de la mucosa duodenal y 
la disbiosis. Los autores lo asocian a una reducción en la translocación 
bacteriana y a una disminución del riesgo de EH medido mediante el 
rendimiento en EncephalApp (199). 
Como se ha esbozado a lo largo de estas líneas, se están llevando a 
cabo grandes esfuerzos en la investigación del tratamiento de la EH. Sin 
embargo, la mayoría de estos tratamientos están dirigidos a prevenir la 
recurrencia (profilaxis secundaria) y son, a día de hoy, escasas las 
evidencias en la profilaxis primaria, posiblemente debido a gran variedad 
de eventos que pueden precipitarla, y la dificultad que esto supone. No 
obstante, se da por hecho que cualquier intervención sobre la cirrosis, más 
aún si tiene un impacto sobre la función hepática del paciente, también 
impactará sobre la probabilidad de desarrollo de las complicaciones. De 
cualquier manera, el pronóstico tras un primer episodio de EH es pobre, por 
lo que la predicción del riesgo se antoja esencial, más aún si hablamos en 
términos de riesgo individual, ya que permitiría actuar de manera 
personalizada en cada paciente. 
 
1.3 Genética 
Cada ser humano es único; el ambiente que nos rodea y las 
experiencias que vivimos nos dan forma, pero también estamos definidos 
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por las secuencias de ADN específicas que hemos heredado. Durante las 
últimas décadas hemos sido testigos de una explosión de datos en el campo 
de la genética humana los cuales, además de acrecentar nuestro 
entendimiento sobre los patrones de diversidad entre individuos y 
poblaciones, han posibilitado avances biomédicos de relevancia. En este 
sentido, se ha demostrado que grandes eventos demográficos dejan una 
huella sobre la diversidad genética poblacional; incrementos aislados en el 
tamaño poblacional aumentan la diversidad mientras que los eventos 
migratorios entre poblaciones favorecen la semejanza genética. Así las 
cosas, se ha estimado que hoy día dos personas difieren, de media, en 1 de 
cada 1000 pares de bases de ADN (0,1%). Teniendo en cuenta que los 
humanos tenemos aproximadamente 3.000 millones de pares de bases en 
una célula haploide, podríamos asumir que dos personas cualesquiera 
presentarían diferencias en hasta 3 millones de pares de bases.  
En este contexto, el término mutación hace referencia a un “cambio 
permanente en la estructura del ADN” (www.genome.gov/glossary) que, 
desde hace años, se viene asociando con la percepción negativa de ser 
causante de una enfermedad. Contrariamente, el término polimorfismo se 
usa en ocasiones para referirse a cambios en la secuencia del ADN presentes 
en la población en una frecuencia mayor al 1%. Nada más lejos de la 
realidad, cualquier cambio presente en el ADN implica un evento 
mutacional de novo en la línea germinal de un único individuo y, además, 
puede haber eventos raros descritos como mutaciones que causen una 
enfermedad, pero ser relativamente frecuentes en la población. Más aún, se 
da el caso de cambios denominados como polimorfismos que tienen una 
frecuencia baja y juegan un papel importante en enfermedades de origen 
multifactorial. Por ello, haremos uso del concepto “variante en la secuencia 
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de ADN” a lo largo de este texto cuando nos refiramos a cambios 
específicos o a diversidad, ya que no podemos concluir que ninguno de estos 
términos lleve implícita una asociación con la presencia de enfermedad o 
con una frecuencia determinada en población alguna. 
Hasta la fecha, se han descrito alrededor de tres mil variantes que 
contribuyen de alguna manera a la patogenia de enfermedades con alta 
penetrancia en los humanos. En muchas ocasiones, los esfuerzos en revelar 
las bases genéticas de condiciones raras han tenido éxito debido a la falta 
de complejidad genética de las enfermedades monogénicas respecto de 
otras afecciones más complejas. En las enfermedades raras, una única 
mutación, a veces en cualquiera de los genes implicados en una cascada de 
señalización proteica, enzimática o metabólica, que se hereda de manera 
simple en familias afectadas a través de generaciones, es suficiente para 
causar la condición. Por el contrario, enfermedades con una herencia 
multifactorial compleja, como podrían ser la diabetes, enfermedades 
cardiovasculares, neurológicas e incluso la mayoría de los tipos de cáncer, 
aparecen cuando se produce una interacción favorable de numerosos 
factores genéticos y ambientales (200, 201). Gracias al rápido avance 
tecnológico en el campo de la genómica, podemos abordar hoy en día el 
análisis para evaluar la contribución de las variantes genéticas en 
enfermedades complejas, usando estrategias que pueden ir desde estudios 
de asociación de genoma completo hasta las últimas tecnologías de 
secuenciación de nueva generación. 
1.3.1 Diversidad a lo largo del genoma 
Como se ha esbozado anteriormente, la diversidad genómica puede 
venir dada a través de cambios en la secuencia como deleciones o 
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inserciones (indels), sustituciones o duplicaciones, o bien por cambios 
estructurales que resulten en cambios posicionales, como por ejemplo 
translocaciones o inversiones (202). Estos cambios pueden a su vez 
clasificarse según el tamaño del fragmento que implican, dando lugar a 
variaciones estructurales microscópicas (cambios de tamaño mayor a 3Mb, 
produciendo alteraciones cromosomales visibles bajo el microscopio) y 
submicroscópicas (Tabla 6) (203). Entre estas últimas podemos encontrar 
polimorfismos de un solo nucleótido, microsatélites o minisatélites.  
Tabla 6. Tipos de variación genómica. Modificado de Sherer et al., 
2007. 
 
1.3.1.1 Microsatélites y minisatélites 
Los microsatélites o STRPs (del inglés, short tandem repeat 
polymorphisms) son un tipo de polimorfismo que consiste en repeticiones 
de una secuencia patrón de entre dos y cuatro pares de bases un número 
variable de veces (de dos a varias decenas). Esto hace que el número de 
alelos para cada locus no sea constante (204). Se conocen ya varios miles 
de regiones que contienen estas variaciones y, aunque son muy útiles como 
marcadores para identificar individuos en medicina forense, en raras 
ocasiones se han podido asociar con la presencia de una enfermedad (205). 
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Por su parte, los minisatélites o VNTR (del inglés, variable number tandem 
repeats) están formados por secuencia de entre diez y cien pares de bases 
que se repite un mayor número de veces (a veces en múltiplos de 102 o 103) 
(206). 
1.3.1.2 Polimorfismos de un solo nucleótido 
Estas variantes, llamadas frecuentemente SNPs (del inglés, single 
nucleotide polymophisms) son las más comunes y presentan, en casi todos 
los casos, dos alelos para cada locus. Los SNPs pueden encontrarse en una 
región de ADN codificante y resultar en un cambio de aminoácido y en la 
producción de una proteína alterada, o bien encontrarse en una región 
reguladora y afectar a la expresión de la misma, siendo en ambos casos 
considerados como funcionales. Por otro lado, numerosas variantes ocurren 
en regiones de ADN no codificante o no resultan en cambio aminoacídico 
debido a la naturaleza redundante del código genético. No obstante, pueden 
también encontrarse asociadas a un determinado fenotipo debido a la 
cercanía y baja probabilidad de eventos recombinatorios (desequilibrio de 
ligamiento) con una variante funcional, siendo en algunas ocasiones idóneas 
para ser usadas como marcadores genéticos en estudios poblacionales. A 
pesar de que el impacto de los marcadores genéticos en la práctica clínica 
sigue siendo, en muchas ocasiones, limitado, se ha demostrado que 
determinados SNPs podrían explicar las variaciones inter-individuo en la 
progresión o respuesta terapéutica ante distintas enfermedades (Figura 1). 
Además, estos descubrimientos han supuesto un gran avance en el camino 
hacia la medicina personalizada: partiendo de la caracterización de los 
procesos fisiopatológicos hasta la identificación de nuevas dianas, factores 
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de riesgo o incluso ayudar en la reclasificación de ciertas enfermedades 
(207).  
 
Figura 1. Espectro de los efectos de los alelos asociados con un rasgo. 
Las enfermedades Mendelianas se producen por variantes con alta 
penetrancia y gran efecto, por lo que pueden ser identificadas con pequeños 
tamaños muestrales. Los estudios de asociación pueden identificar variantes 
comunes, pero, en término general, a menor efecto, mayor tamaño muestral. 
Respecto de las enfermedades hepáticas, las diferencias en la 
susceptibilidad a la fibrosis y a su progresión se han demostrado 
independientes de la etiología, edad o sexo, poniendo de manifiesto la 
relevancia de posibles factores genéticos que subyazcan a esta variabilidad 
(208). Tal es el caso de SNPs como rs17047200 en la región de influencia 
de TLL1 o rs641738 en MBOAT7 en pacientes con hepatitis crónica C (209, 
210). En el caso de la hepatitis C además, la baja tasa de respuesta viral 
sostenida alcanzada con el tratamiento basado en la combinación de 
interferón pegilado y ribavirina, realzó la necesidad de buscar posibles 
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características en el hospedador que permitieran predecir la respuesta. A 
través de estudios de asociación de genoma completo se identificaron 
variantes en la región INFL4/INFL3 que podían ayudar a predecir la 
respuesta a la terapia y que estaban, además, asociados con el aclaramiento 
viral espontáneo y el riesgo de fibrosis (211, 212). Otro caso de relevancia 
ha sido la variante rs738409 en la región codificante de PNPLA3, que se ha 
asociado con un riesgo incrementado de tres veces para esteatohepatitis no 
alcohólica, dos veces para cirrosis por alcohol y hasta doce veces para 
carcinoma hepatocelular (213, 214). Respecto de las complicaciones de la 
cirrosis, fueron Appenrodt et al. los primeros en demostrar una asociación 
entre ciertas variantes en NOD2 y la predisposición a peritonitis bacteriana 
espontánea, así como sobre el impacto en la supervivencia (215). Más tarde 
se encontró también una asociación de esta variante con el riesgo de 
sangrado por varices y cáncer, sirviendo todos estos hallazgos para llevar a 
cabo un ensayo con el objetivo de mejorar la supervivencia mediante 
profilaxis con antibióticos en pacientes cirróticos en alto riesgo, definiendo 
este por los marcadores genéticos (216, 217). 
A modo de resumen, podemos decir que la mayoría de desórdenes 
hepáticos están influenciados por múltiples genes y por interacciones 
intergénicas. La identificación de estos genes se ve en muchos casos 
complicada debido a efectos epistáticos o factores exógenos. Sin embargo, 
hasta la fecha muy pocos estudios han analizado la asociación de múltiples 
genes como factores de riesgo de manera simultánea.  
1.3.2 Estudios de asociación vs. ligamiento 
Hace más de un siglo, Sir R. Fisher demostró que cualquier rasgo 
cuantitativo complejo podría explicarse siguiendo las leyes de herencia 
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Mendeliana dado el caso de que varios genes afectaran a dicho rasgo. En 
aquellos rasgos cualitativos estudiados por Mendel, los alelos se 
comportaban siguiendo patrones de dominancia completa; así, un simple 
locus con dos alelos de igual frecuencia resultaba en tres genotipos, pero 
solo dos fenotipos distintos. Sin embargo, si se asume el efecto aditivo de 
los alelos, un locus produciría tres genotipos y tres fenotipos, dos loci nueve 
genotipos y 5 fenotipos y tres loci, veintisiete y siete, respectivamente. De 
esta manera, se propuso que rasgos cuantitativos complejos podrían tener 
una naturaleza poligénica y, por lo tanto, a través de estudios de asociación 
genética se podrían identificar variantes (generalmente se interrogan SNPs, 
pero también microsatélites, indels, VTNRs o incluso variaciones en el 
número de copias) relacionadas con la aparición de estos rasgos (218).  
Desde hace varias décadas, el análisis de ligamiento ha servido para 
identificar genes y variantes específicas responsables de enfermedades raras 
que se basan en un patrón de herencia mendeliana con alta penetrancia 
(219). Este tipo de estudios se fundamenta en el fenómeno de cosegregación 
de un fenotipo, determinando así si un alelo se hereda de manera conjunta 
a la enfermedad a lo largo de las generaciones. Sin embargo, en 
enfermedades poligénicas no existe normalmente un patrón de herencia 
claro dentro de un pedigrí, por lo que estas aproximaciones no siempre 
aportan información en estas situaciones (con alguna excepción, como la 
susceptibilidad a enfermedad de Crohn (220, 221)).  
Los estudios de asociación se basan en la suposición de que las 
variantes relacionadas serán más frecuentes en los individuos afectados que 
en los controles, asumiendo que los casos comparten un genotipo por el 
hecho de compartir un fenotipo. Una asociación estadísticamente 
significativa podría deberse a una asociación directa, en la cual los 
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marcadores son los causantes de la enfermedad, o ser reflejo del 
desequilibrio de ligamiento con una variante cercana. Una de las fortalezas 
de estos estudios es la capacidad de detectar marcadores con efectos 
discretos sobre la prevalencia de la enfermedad, lo que conlleva que los 
resultados de estos análisis tengan en ocasiones bajas odds ratios (222). No 
obstante, las debilidades inherentes a estos estudios hacen que sea difícil 
encontrar hallazgos positivos significativos y dificultan la replicación. Por 
lo tanto, se ha descrito que mientras que los estudios de asociación pueden 
detectar alelos que confieran una mayor susceptibilidad a la enfermedad, en 
rasgos multifactoriales en los que puede haber implicados muchos genes y 
múltiples variantes, la magnitud del riesgo individual otorgada por cada 
variante sería modesta, no siendo suficientes ni necesarias para la aparición 
del rasgo (223). Así, mientras que la relevancia del análisis de múltiples 
variantes en una región concreta es discutible (y la determinación de los 
patrones de desequilibrio de ligamiento dentro de esa región, esencial), el 
análisis de múltiples marcadores a lo largo del genoma aporta una valiosa 
información, permitiendo identificar la interacción entre genes en el riesgo 
a desarrollar la enfermedad. Por todo ello, los estudios de asociación usando 
una aproximación de genes candidatos basados en la plausibilidad biológica 
han sido ampliamente utilizados en numerosas situaciones para las cuales 
había evidencias que soportaban un papel importante de los factores 
genéticos.  
1.3.3 Evidencias en encefalopatía hepática 
En el contexto de la EH, tal y como se ha expuesto anteriormente, se 
han encontrado una serie de evidencias que soportan la hipótesis de que 
ciertos factores genéticos pueden influir en las diferencias en la 
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presentación de EH en pacientes con cirrosis. En este sentido, se ha descrito 
que individuos con el mismo grado de cirrosis y la presencia de factores 
desencadenantes idénticos pueden desarrollar, o no, EH. Por otro lado, es 
sabido que presentar un deterioro cognitivo discreto en forma de EH mínima 
predispone al desarrollo de episodios de EH. Sin embargo, se ha calculado 
que aproximadamente el 40% de los pacientes cirróticos con EH mínima no 
desarrollarán EH durante el seguimiento a largo plazo (61).  
En este contexto, publicaciones previas nos llevan a pensar que 
diferencias en la expresión o actividad de ciertas proteínas debido a factores 
genéticos, tendrían una influencia en la captación, movilización y 
metabolismo de la glutamina, ligada a la producción de amonio, así como 
en la producción de citoquinas pro-inflamatorias, teniendo como resultado 
diferencias en la respuesta inflamatoria, asociada al desarrollo de EH. Por 
ejemplo, Guarner-Argente et al., demostraron que cirróticos portadores de 
un genotipo de riesgo en el gen TLR4 tenían con mayor frecuencia HE como 
primer evento de descompensación que los que portaban el wild-type (224). 
Además, años más tarde publicaron que, aunque no se asoció con el riesgo 
de infecciones bacterianas en pacientes con ascitis, este polimorfismo se 
asociaba con un patrón de producción de citoquinas distinto, el cual podría 
jugar un papel en el desarrollo de complicaciones de la cirrosis (225, 226). 
Otro estudio reportó que los pacientes con EH tras intoxicación por 
acetaminofén portaban un genotipo del gen TNFß con frecuencia menor que 
los controles (227). Años más tarde, Romero-Gómez et al., identificaron un 
microsatélite en la región promotora de GLS formado por número variable 
de repeticiones de tres nucleótidos (GCA), el cual asociaron a una mayor 
expresión del gen y, con ello, a un mayor riesgo de desarrollar eventos de 
EH (228). En este mismo trabajo, analizaron la presencia de un haplotipo 
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formado por cuatro SNPs en función del riesgo a desarrollar EH, sugiriendo 
la presencia de al menos una variante funcional cercana al gen GLS, con 
resultados igualmente significativos. En comparación con el haplotipo 
TGTG (el más común en el estudio), el haplotipo TACC se asoció con la 
ausencia de EH [OR 0,34 (0,13-0,90); p=0,03]. 
 
  




La encefalopatía hepática es una complicación mayor de la cirrosis 
hepática de fisiopatología compleja y multifactorial, pudiendo estar 
influenciada por múltiples genes e interacciones intergénicas, así como por 
el exposoma (ambiente y/o estilo de vida) o efectos epistáticos.  
Evidencias recientes avalan la hipótesis de que la carga genética 
puede jugar un papel relevante en las diferencias que observamos en la 
presentación de la enfermedad. Así, se ha observado que pacientes con el 
mismo grado de disfunción hepática y los mismos factores precipitantes 
pueden desarrollar, o no, encefalopatía hepática.  
La hipótesis de la presente tesis doctoral radica en que un estudio de 
asociación que examine variantes en genes candidatos permitirá encontrar 
una huella genética que pudiera modular el riesgo de desarrollar EH en 
pacientes con cirrosis hepática. Las variantes podrían explicar, al menos en 
parte, las diferencias clínicas que se observan en su presentación. Además, 
estos marcadores genéticos nos permitirán clasificar a los pacientes en 
función del riesgo de desarrollar episodios de encefalopatía hepática, e 
identificar dianas terapéuticas que puedan ser útiles en el proceso de toma 
de decisiones.  




3.1 Objetivo principal 
- Desarrollar un modelo predictivo de aparición de encefalopatía 
hepática y supervivencia basado en los métodos diagnósticos de EH 
mínima, factores genéticos y características clínicas del paciente. 
3.2 Objetivos secundarios 
- Determinar los factores genéticos asociados a riesgo aumentado de 
EH. 
- Identificar nuevas dianas terapéuticas asociadas a los mecanismos 
fisiopatológicos subyacentes a la enfermedad. 
- Determinar la efectividad de la plataforma de genotipado de alto 
rendimiento. 
 
 4 MÉTODOS 
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4.1 Sujetos de estudio 
Durante el periodo comprendido entre los años 2003 y 2013 se invitó 
a participar en el estudio a todos los pacientes diagnosticados de cirrosis 
hepática compensada seguidos en las consultas externas del Hospital de 
Valme (Sevilla, España), del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau 
(Barcelona, España) y del Hospital General Universitario de Alicante 
(Alicante, España). Una vez informados, todos los participantes dieron su 
consentimiento por escrito. El proyecto fue aprobado por el Comité Ético 
del Hospital. El estudio se desarrolló siguiendo los principios éticos para las 
investigaciones médicas en seres humanos adoptados por la 18ª Asamblea 
Médica Mundial en la Declaración de Helsinki (Finlandia, 1964), en su 
actualización más reciente (62ª Asamblea General, Brasil, 2013). 
Asimismo, para el procesado de muestras y datos se siguieron las 
recomendaciones recogidas en las guías E18 (Guideline on genomic 
sampling and management of genomic data) y E6 (Guideline for good 
clinical practice) del International Council for Harmonisation of Technical 
Requierements for Pharmaceuticals for Human Use. 
Los criterios de inclusión para la participación en el estudio fueron:  
a) Pacientes adultos (>18 años). 
b) Diagnosticados de cirrosis hepática. 
c) Firmar el consentimiento informado. 
Los criterios de exclusión del estudio fueron los siguientes: 
a) Edad <18 años. 
b) Haber recibido un trasplante hepático previamente. 
c) Diagnóstico de hepatocarcinoma previo. 
d) Insuficiencia hepática avanzada (índice Child-Pugh C). 
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e) Consumo activo de alcohol. 
f) TIPS previo. 
g) Clínica de EH (escala de West-Haven ≥1). 
h) Coexistencia de cualquier otra enfermedad con una 
supervivencia estimada inferior a seis meses. 
i) Seguimiento inferior a seis meses. 
j) Para impedir la posibilidad de que algunos individuos 
compartieran genotipo por algún tipo de apareamiento 
selectivo (endogamia), se evitó la inclusión de individuos 
relacionados familiarmente entre sí. 
4.1.1 Tamaño muestral  
Estudio de cohortes retrospectivo de pacientes reclutados 
prospectivamente. Debido a la naturaleza del estudio, en el cual se estudian 
múltiples loci, el cálculo del tamaño muestral se antoja complejo. Al realizar 
una comparativa entre dos poblaciones, en este estudio, casos y controles, 
debemos evitar en la medida de lo posible la generación de falsos positivos 
debido a un escaso poder estadístico (error Tipo II). No obstante, podemos 
decir que (utilizando la Genetic Association Study (GAS) Power 
Calculator), para una cohorte en la que la relación control:caso es 
aproximadamente 2:1 en un total de 301 pacientes, una prevalencia 
estimada de la enfermedad del 33%, una frecuencia media del alelo causante 
de 0,2, un riesgo relativo para los portadores del genotipo de 2, y un nivel 
de significancia de 0,05, el poder del estudio sería superior al 95% si 
tuviéramos en cuenta todos los posibles modelos de herencia (a excepción 
del recesivo, cuyo poder no superaría el 30%) (Figura 2). Según lo discutido 
en publicaciones previas, serían asumibles valores de fortaleza del estudio 
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>80%, los cuales se superarían incluso si el marcador en estudio tuviera una 
frecuencia menor u otorgase un riesgo relativo inferior (229). 
 
Figura 2. Imagen representativa del proceso de estimación del 
tamaño muestral y poder estadístico. 
4.1.2 Recogida de datos 
Los pacientes diagnosticados de cirrosis hepática atendidos en 
consultas de forma rutinaria se sometieron a pruebas analíticas y de imagen 
incluyendo valoración de la función hepática, presencia de hipertensión 
portal y despistaje de hepatocarcinoma según la práctica clínica habitual. Se 
revisó su historial médico y se recogieron datos clínicos, demográficos y 
epidemiológicos. Los pacientes fueron seguidos cada seis meses siendo 
censurados en el momento de la última visita registrada, fallecimiento, 
trasplante hepático o presencia de un episodio de EH hasta un tiempo 
máximo de 60 meses. 
Las variables registradas fueron las siguientes: datos demográficos 
(edad y género), etiología de la cirrosis, comorbilidades, éxitus (fecha y 
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causa), cálculo de los índices de función hepática (Child-Pugh y MELD), 
descompensaciones (fecha, grado y causa si procediera), tratamientos y 
parámetros de laboratorio tales como: albúmina, bilirrubina, plaquetas, 
AST, ALT, sodio, INR, creatinina y leucocitos. 
4.1.3 Diagnóstico 
El diagnóstico de cirrosis hepática se basó los siguientes criterios: 
clínicos (presencia de hipertensión portal, disfunción hepática o presencia 
previa de sangrado por varices o ascitis), histológicos (biopsia hepática o 
laparoscopia), radiológicos (dilatación de la vena porta, esplenomegalia) y 
criterios bioquímicos que incluyen los parámetros utilizados para calcular 
los índices Child-Pugh y MELD. 
La detección de EHM se llevó a cabo mediante la evaluación de las 
pruebas PHES y CFF (Hepatonorm Analyzer, nevoLAB Gmbh, D-88167 
Maierhöfen, Alemania), de acuerdo a las guías de las asociaciones EASL y 
AASLD. Además, un subgrupo de pacientes se realizó también la 
sobrecarga oral de glutamina. De manera resumida: 
PHES. Esta prueba consiste en una batería de cinco test psicométricos 
diseñados para el diagnóstico de EH mínima (Figura 3). Previamente a la 
realización de esta prueba y, tras informar a los pacientes, el operador 
realizó una serie de comprobaciones de manera sistemática: 
- El paciente estaba cómodamente sentado, frente a una mesa 
con la iluminación adecuada, con la temperatura controlada y la 
puerta cerrada para evitar interrupciones. 
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- Si el paciente usaba gafas, se aseguró de que las llevara 
durante todo el tiempo que durase la prueba para corregir defectos de 
refracción. 
- Utilizar una hoja original para la prueba, comprobando que 
estaba correctamente orientada y que era fácilmente legible. Así 
mismo, se usó un rotulador eddingâ 1200, comprobando que escribía 
bien, y teniendo uno de repuesto a mano. El tiempo se midió 
utilizando un cronómetro, a fin de asegurar una correcta lectura e 
interpretación del mismo. 
El paciente comprendió las instrucciones de cada test, que fueron 
leídas tantas veces como fue necesario, y realizó las pruebas de 
entrenamiento de manera correcta.  
 Test de símbolos y números. Consiste en convertir distintos 
símbolos en números a partir de una clave preestablecida. Se cuentan los 
símbolos correctamente rellenos en el plazo de 90 segundos. 
 Test de Conexión Numérica A (TCN A). La realización de este test 
consiste en unir los números del 1 al 25, que están aleatoriamente colocados, 
sucesivamente en orden creciente. Se cuantifica el tiempo que se tarda en 
hacerlo de manera correcta. 
  Test de Conexión Numérica B (TCN B). En esta hoja hay números, 
del 1 al 13, y letras de la A a la L, que se deben conectar de manera alterna, 
tan rápido como sea posible. Esto es, el 1 a la A, el 2 a la B, y así 
sucesivamente. Se anota el tiempo que se tarda en hacerlo de manera 
correcta. 
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Figura 3. Imagen de los cinco test que componen la prueba PHES. 
 Test de Serie de Puntos (SD). Esta prueba consiste en hacer un punto 
en el centro de unos círculos, empezando siempre por la parte izquierda de 
la fila. Se recoge el tiempo empleado en completar la hoja. 
 Test de Trazado de Líneas (LT). En este test, el paciente debe dibujar 
una línea continua dentro de los límites establecidos, sin tocar ni cruzar 
estos límites y sin levantar el rotulador del papel. Se anotan tanto el tiempo 
necesitado para acabar la línea, como el número de errores cometidos. 
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Finalmente, las hojas se corrigen otorgando puntos positivos o 
negativos en base a la desviación de cada hoja respecto de los resultados 
estandarizados (disponibles en www.redeh.org), obteniendo una puntuación 
que puede oscilar entre -15 y 3 puntos. Según publicaciones previas, una 
puntuación por debajo de -4 fue considerada patológica (230). 
FCP. La frecuencia crítica del parpadeo consiste en la colocación de 
unas gafas cerradas sobre el campo visual del paciente, el cual observa una 
luz parpadeante a una frecuencia tal que es percibida como una luz fija (60 
Hz). En el momento del inicio de la prueba, y de manera progresiva, la 
frecuencia de parpadeo va disminuyendo hasta que el paciente consigue 
percibir una luz intermitente, momento en el que presiona un botón, y se 
registra la frecuencia. Tras cinco mediciones de prueba, como 
entrenamiento para el paciente, el proceso se repitió diez ocasiones, y se 
calculó el resultado final como la media de todos los intentos. Valores de 
frecuencia inferiores a 39 Hz se consideraron patológicos. 
SOG. Una vez informados los pacientes, se realizó una extracción de 
sangre venosa en ayunas, a nivel basal. Posteriormente, se administraron 10 
gramos de glutamina (L-Glutamine, SHS S.A., España) diluida en 100 mL 
de agua. 60 minutos después se realizó una segunda extracción de sangre. 
Las muestras se obtuvieron por venopunción en tubos de EDTA tripotásico, 
evitando la hemólisis. Fueron centrifugadas y mantenidas en hielo hasta la 
determinación de amonio, siempre en el plazo de 20 minutos. La 
determinación se llevó a cabo siguiendo un método enzimático en el sistema 
Cobas C (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza). Teniendo en cuenta los datos 
de un estudio previo, se consideraron patológicos valores basales superiores 
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o iguales a 79 µg/dL o valores del incremento (D=[ amonio a 60 minutos] – 
[amonio basal]) superiores o iguales a 33 µg/dL (84).  
Estas pruebas fueron realizadas en la Consulta de Enfermería en 
condiciones de confortabilidad por un operador experto (el mismo para las 
distintas pruebas) coincidiendo con la fecha de la toma de las muestras. El 
diagnóstico de EH previa o durante el seguimiento fue llevado a cabo 
siguiendo los criterios de West-Haven (anteriormente descritos) y recogido 
en la base de datos. 
 
4.2 Muestras 
En el momento del inicio en el estudio, durante la primera visita, a 
cada paciente se le extrajo una muestra de sangre venosa periférica en tubos 
de 4 mL estériles con EDTA tripotásico como anticoagulante (1 mg/mL). 
En el transcurso de las 4 horas posteriores a la extracción, la muestra fue 
alicuotada en criotubos roscados de 1,8 mL usando pipetas estériles y libres 
de nucleasas, etiquetada y conservada a -20 ºC hasta el momento del 
procesado, previniendo así una reducción en la concentración e integridad 
del ADN. Una vez anonimizados los pacientes, e independientemente de la 
etiología, todas las muestras fueron tratadas como potencialmente 
infecciosas. 
4.2.1 Extracción y purificación de ADN 
El ADN de cada paciente se extrajo de la muestra de sangre total de 
forma automatizada en el sistema MagNa Pure Compact (Roche 
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) utilizando el MagNa Pure 
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Compact Nucleic Acid Isolation Kit I, según las instrucciones del fabricante. 
Brevemente:  
- 400 µL* de sangre, previamente descongelada de manera gradual, y 
una vez atemperada, fueron alicuotados en los tubos de recogida, evitando 
la formación de burbujas (* el fabricante recomienda usar volúmenes 
inferiores siempre y cuando la muestra tenga una concentración celular > 
5x103 células/µL. No obstante, experiencia previa con este tipo de muestras 
ha demostrado que el uso de 400 µL resulta en una eficiencia óptima en la 
mayoría de los casos). Una vez insertados todos los cartuchos de reactivos 
y tubos en el sistema, se seleccionó el programa DNA_Blood_100_400. En 
un primer paso, la muestra fue sometida a una digestión con proteinasa K. 
Posteriormente la muestra se lisó en un tampón conteniendo el agente 
caotrópico GITC, tras lo cual el ADN se unió de manera específica a 
pequeñas partículas magnéticas de cristal, separándolo del resto de 
biomoléculas. Finalmente, y tras varios lavados con distintos tampones, se 
recogieron 100 µL de ADN disuelto en tampón de elución en tubos de 2 
mL. 
A pesar de que en algunas condiciones el rendimiento de la extracción 
tradicional sea mayor, el uso de este método automatizado permitió reducir 
tanto el tiempo de procesado como la exposición del operador a sustancias 
potencialmente tóxicas. Además, con este método se consiguió una mayor 
integridad de las moléculas de ADN y una menor presencia de 
contaminantes que pudieran inhibir las reacciones de PCR, consiguiendo 
una mayor precisión y reproducibilidad en los resultados. 
4.2.2 Cuantificación del ADN 
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Una vez obtenido el material genético, se determinó el rendimiento 
de la extracción a través de la concentración obtenida. Siguiendo la ley de 
Beer-Lambert, que indica que la concentración de una molécula en solución 
es proporcional a la cantidad de luz absorbida por las moléculas disueltas, 
y aprovechando que el ADN puede absorber luz en el rango ultravioleta 
(260 nm), se estimó la concentración de cada muestra por espectofotometría 
usando el Nanodrop One (ThermoFisher, CA, EEUU). El coeficiente de 
extinción aplicado al cálculo fue de 50 ng-cm/µL. De manera similar, la 
pureza de cada muestra se valoró teniendo en cuenta las relaciones de 
absorbancia a 260/280 nm y 260/230 nm. Una proporción de 1,8 en la 
primera fue aceptada como ADN de alta pureza, mientras que valores 
inferiores indicaron la presencia de proteínas. Como segunda medida de 
pureza se usó la proporción 260/230 nm; valores en el rango de 1,8-2,2 se 
consideraron como ADN puro y valores inferiores se tuvieron en cuenta 
como indicativos de la presencia de contaminantes. 
 
4.3 Estudio de genes candidatos 
4.3.1 Nomenclatura 
El nombre y símbolo de los genes referidos en este trabajo se 
fundamentan en la última actualización de la base de datos del Hugo Gene 
Nomenclature Committee (por sus siglas, en inglés: HGNC) (231). La 
descripción de las variantes se basa en las recomendaciones actuales de la 
Human Genome Variation Society (HGVS), en su versión 15.11 (232), 
siendo comprobadas a través de la aplicación web Mutalyzer v.2.0.26 
(disponible en www.mutalyzer.nl) y en referencia a las secuencias de la 
construcción genómica GRCh38.p7 y/o las presentes en Locus Reference 
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Genomic (disponible en http://www.lrg-sequence.org) en caso de 
ambigüedad (233). Cada variante dentro de un mismo locus será referida 
como alelo, que será considerado mayor o menor en función de su 
frecuencia en la población en estudio. La pareja de alelos observada en un 
individuo concreto será denominada genotipo, que podrá a su vez ser 
homocigoto si los dos alelos presentados son idénticos o heterocigoto si los 
alelos son diferentes. 
Las proteínas se nombran en base a las recomendaciones que aparecen 
en el Universal Protein Resource (www.uniprot.org), enzimas siguiendo el 
código ENZYME de ExPASy (https://enzyme.expasy.org) mientras que las 
funciones biológicas y moleculares se expresan siguiendo las anotaciones 
del Gene Ontology Consortium (http://www.geneontology.org). 
4.3.2 Selección de genes candidatos 
Los genes susceptibles de ser interrogados fueron seleccionados en 
base a los conocimientos previamente disponibles de su relación con 
procesos biológicos, fisiológicos o funcionales en el contexto de la cirrosis 
o la EH. Esto se consiguió en primer lugar haciendo data mining en la 
literatura a través de búsquedas en las bases de datos MEDLINE, Embase y 
Google Scholar usando términos MeSH (del inglés, Medical Subject 
Headings). Posteriormente, se generaron varias listas de genes relevantes 
usando: 1) la plataforma SNPs3D (http://www.snps3d.org) (234), donde se 
introdujeron las mismas palabras clave MeSH, y 2) examinando rutas 
biológicas relacionadas con la fisiopatología de la enfermedad en 
PANTHER v.9,0 (http://pantherdb.org), resultando en listas de genes con 
una asociación ontológica dada. Finalmente, estas listas fueron sometidas a 
priorización usando el servidor web Endeavour 
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(https://endeavour.esat.kuleuven.be). Los genes fueron seleccionados en 
base a la significancia obtenida y, en última instancia, el número de genes 
participantes de cada lista se curó de manera manual en base al nivel de 
evidencia en la literatura de cada ruta en la fisiopatología de la enfermedad.  
4.3.3 Selección de SNPs candidatos 
Se incluyeron únicamente variantes comunes, definidas como 
aquellas que tuvieron una frecuencia alélica menor (MAF) superior al 1% 
en población CEU (residentes en Utah con ancestros de Europa del norte y 
oeste) con referencia a las bases de datos HapMap/dbSNP (HapMap versión 
23a/phaseII, marzo 2008, sobre el ensamblaje de NCBI B36; dbSNP b126), 
así como en población europea siguiendo la versión 1 de ExAC y/o Genome 
aggregation database. La búsqueda se realizó priorizando en variantes 
causantes de cambio de sentido, sin sentido e indels. Además, y debido a 
que en ocasiones estos polimorfismos son raros, se priorizó también la 
búsqueda en regiones regulatorias. Para capturar variantes raras, se 
buscaron tag SNPs en cada gen incluyendo hasta 5 kb en las regiones 
flanqueadoras del ADN 5’ y 3’ usando las herramientas Tagger y Linkage 
Disequilibrium Calculator (http://ensemble.org). 
Los SNPs también fueron seleccionados en base a la predicción de 
funcionalidad según Variant Effect Predictor (http://ensemble.org), así 
como su significancia clínica según lo reportado en ClinVar 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). De manera similar, también se 
buscaron eQTLs (del inglés, expression Quantitative Trait Loci) y LD-
eQTLs a través de la base de datos ExSNP (235), los cuales proporcionan 
información de las variantes asociadas a cambios de expresión de genes. 
Más aún, los eQTLs fueron sondeados en tejidos específicos usando los 
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datos de GTEx (disponibles en www.gtexportal.org). Finalmente, se analizó 
la posible situación de las variantes candidatas en regiones putativas de 
unión de miARNs en los 3’UTR de cada gen usando las herramientas 
MirSNP (http://bioinfo.bjmu.edu.cn/mirsnp/search/) y TargetScan 7.1 
(www.targetscan.org) (236) (Figura 4). 
Además, también se incluyeron en el análisis los cuatro SNPs 
asociados al desarrollo de EH en un estudio previo de nuestro grupo, 
descrito a lo largo de este texto. Estos polimorfismos 
[NC_000002.12:g.190908462A>G (rs3771310), 
NC_000002.12:g.190912589A>G (rs6743496), 
NC_000002.12:g.190923691G> (rs2883713) y 
NC_000002.12:g.190964686C>G (rs3088307)] fueron seleccionados 
generando bloques de haplotipos de entre los 162 SNPs descritos en la 
región 2q32-q34 usando patrones de desequilibrio de ligamiento de acuerdo 
a los datos de HapMap, gracias a la herramienta Haploview (v.4,0; Broad 
Institute, MA, EEUU). A pesar de que la región completa se encuentra en 
un alto grado de desequilibrio de ligamiento, se formaron cuatro bloques 
que cubrían la máxima información posible y se analizaron todas las 
asociaciones dables basadas en las distintas formaciones de haplotipos entre 
casos y controles usando el software Thesias (Testing Haplotype Effects in 
Association Studies) (v.3,1; París, Francia). De los 16 haplotipos posibles 
con estas combinaciones, solo se encontraron 6 en una frecuencia mayor al 
1%. En comparación con el haplotipo TGTG (el más común en el estudio), 
el haplotipo TACC se asoció con la protección frente a EH [OR 0,34 (0,13-
0,90); p=0,03]. Basándonos en estos resultados previos y, a fin de 
confirmarlos en esta nueva cohorte, se generó una variable formada por la 
presencia o ausencia de este haplotipo. 
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Figura 4. Flujo de trabajo en el proceso de selección y análisis de las 
variantes. 
4.3.4 Genotipado 
El genotipado fue llevado a cabo por qPCR usando ensayos TaqMan, 
los cuales contienen una pareja de cebadores (forward y reverse) 
específicos para la secuencia de interés y sondas marcadas con diferentes 
fluoróforos para cada alelo (6-FAM o VIC), además de un quencher no 
fluorescente unido al extremo 3’. En este tipo de ensayos la discriminación 
de una única base se lleva a cabo bajo condiciones de competencia, con las 
dos sondas presentes en la misma reacción, y teniendo en cuenta que el 
alineamiento por complementariedad de bases de la sonda correcta tendrá 
una temperatura de fusión mayor que el alineamiento incorrecto el cual, a 
su vez, es menos estable. No obstante, a pesar de llevar en el extremo 3’ 
elementos de unión al surco menor de la hélice de ADN que estabilizan la 
hibridación y permiten una ventana de temperatura mayor para la 
discriminación entre sondas, a medida que progresa el experimento se 
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observa en ocasiones el efecto clam shell. Para disminuir los posibles 
errores debido a este efecto se usaron en este proyecto aparatos de qPCR 
que permitieran el rastreo de las muestras a través de los ciclos de 
temperatura, aumentando así la capacidad de discriminación de clusters.  
Se utilizaron dos plataformas distintas, a fin de comparar la eficacia 
entre ellas. Independientemente de la plataforma, cada carrera se llevó a 
cabo con al menos un 15% de las muestras en duplicado, descartando 
aquellas con un porcentaje de coincidencia <90% en el total de los 
marcadores. Las muestras sin amplificación, con discriminación alélica 
indeterminada o con incoherencia en los duplicados, fueron descartadas o 
ensayadas de nuevo si el material restante lo permitió.  
4.3.4.1 LightCycler 96 Instrument 
Esta plataforma permite la discriminación alélica de un SNP a través 
de la captura de datos de fluorescencia a punto final. No obstante, gracias 
al parámetro cycles slider permite el seguimiento a tiempo real de cada una 
de las muestras. Mediante el uso del bloque de 96 pocillos se pudo ensayar 
un SNP en hasta 96 muestras (incluyendo duplicados y al menos 2 NTCs) 
por cada carrera. Las reacciones se llevaron a cabo cargando en cada pocillo 
10 µL de FastStart Essential DNA Probes Master (Roche, Basilea, Suiza), 
0,5 µL del ensayo TaqMan 40X (ThermoFisher, CA, EEUU), 20 ng de 
ADN y un volumen variable de agua ultrapura tipo I. Inmediatamente 
después, la placa fue sellada y centrifugada a 1500 x g durante 2 minutos en 
una centrífuga de rotor basculante. Las condiciones de la PCR fueron: 
preincubación a 95ºC durante 10 minutos, seguidos de 45 ciclos de 
amplificación en dos pasos, 95ºC durante 10 segundos y 60ºC durante 60 
segundos. Los resultados fueron analizados en el LightCycler 96 
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Application Software (Roche, Basilea, Suiza), usando el límite de 
fluorescencia de los NTCs como valor umbral de la amplificación.  
Cuatro variantes fueron genotipadas usando esta plataforma, las 
correspondientes al haplotipo en GLS descrito anteriormente; además del 
genotype calling, se recogieron los datos de assay call rate.  
4.3.4.2 Plataforma OpenArray 
Esta plataforma se basa en el uso de matrices de poros microscópicos 
de 300 µm de diámetro y 300 µm de profundidad tratados con coberturas 
hidrofílicas e hidrofóbicas. Así, los reactivos y las muestras son retenidos a 
través de la fuerza de tensión superficial y se consigue una reacción 
individual de PCR en cada poro en un volumen mínimo (33 nL). Una matriz 
de OpenArray contiene 3.072 poros, lo que equivaldría a 8 placas de 384 o 
32 de 96 pocillos. Debido al elevado número de muestras y ensayos a 
analizar, se decidió usar esta tecnología de alto rendimiento, la cual, en 
combinación con el sistema QuantStudio 12K Flex nos permitió obtener 
hasta ~12.000 datos de genotipado/día con hasta un 99,7% de concordancia 
en comparación con cualquier sistema Real-Time PCR convencional.  
La tecnología OpenArray se basa igualmente en la lectura post-PCR 
de datos de fluorescencia usando ensayos TaqMan. No obstante, gracias al 
sistema usado pudimos obtener datos en tiempo real. La metodología 
seguida se detalla a continuación:  
- En primer lugar, se hizo el diseño personalizado de las 
matrices conteniendo los ensayos para los 60 SNPs seleccionados 
usando la plataforma web. 
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- El ADN se combinó con la TaqMan OpenArray Genotyping 
Master Mix en una OpenArray 384-Sample Plate normalizado a una 
concentración aproximada de 50 ng/µL (teniendo en cuenta que 1 ng 
de ADN humano = 300 copias genómicas, esta concentración nos 
aseguró que al menos 825 pg de ADN estuvieran presentes por cada 
reacción de 33 nL o, lo que es lo mismo, aproximadamente 250 copias 
de genoma haploide, 125 copias en el caso de un heterocigoto; gracias 
a esta regla conseguimos amplificaciones óptimas con valores de Ct 
cercanos a 25). 
- La mezcla se cargó en las matrices usando el sistema 
automatizado QuantStudio 12K Flex AccuFill. Inmediatamente 
después, para prevenir la evaporación, las matrices fueron selladas y 
bañadas en líquido de inmersión, evitando la formación de burbujas 
en el interior de la carcasa.  
- Finalmente, el exterior de la matriz fue limpiado usando un 
paño de laboratorio rociado con etanol y se introdujo en el sistema de 
qPCR para iniciar las carreras. 
Las muestras fueron rastreadas a lo largo de todo el proceso a través 
de archivos *.csv con la localización e identificación individual de cada una 
de ellas, tanto en las placas de 96/384 pocillos como en las matrices. Estos 
archivos fueron generados utilizando el macro 
OA_Genotyping_CalcSheet.xslx (disponible en: www.thermofisher.com) 
y, una vez precargados en cada uno de los sistemas usados, aseguraron la 
trazabilidad y limitaron los errores en el manejo de las muestras. Una vez 
finalizadas las carreras, se comprobó la calidad de las mismas a través del 
análisis de imagen de las matrices según la fluorescencia en cada uno de los 
canales (ROX, VIC y FAM), y cualquier problema en la carga o 
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procesamiento fue detectado y tenido en cuenta. Las imágenes fueron 
analizadas usando el software ImageJ v.1.50i (disponible en: 
https://imagej.nih.gov) Figura 5. 
 
Figura 5. Imagen representativa del análisis de calidad mediante 
imágenes de: a) Post-read ROX, b) Lead check, c) Post-read FAM y d) 
Post-read VIC. 
Aquellas muestras que no cumplieron con los criterios de 
concentración o calidad fueron sometidas a un proceso de preamplificación 
dirigida, ya que en muestras con <100 copias de ADNg/pocillo los eventos 
estocásticos pueden dominar la reacción. Además, las muestras con 
presencia de contaminantes pueden incluir inhibidores de PCR que al ser 
preamplificadas quedaron diluidos impidiendo interferencias en la reacción. 
Esto se llevó a cabo usando un OpenArray PreAmp Pool personalizado, 
específico para el conjunto de ensayos en el proyecto. Brevemente: el pool 
de cebadores se mezcló con 0,4-4 ng/µL de ADN y TaqMan PreAmp 
Master Mix 2X en una placa de 96 pocillos, la cual fue sometida a un 
termociclado de 95ºC durante 10 minutos para activar la enzima seguidos 
de 12 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 4 minutos a 60ºC 
(annealing/extensión), y por último 10 minutos a 99,9ºC para inactivar la 
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reacción. El producto resultante fue diluido 20 veces y usado sin necesidad 
de normalización en las matrices. 
La discriminación alélica fue llevada a cabo usando el software 
Genotyping v.3.5 (disponible en ThermoFisher Cloud). La configuración 
del análisis se programó usando el método Autocalling para analizar los 
datos de Real-time Rn, fijando un umbral de amplificación de entre 5-15 
ciclos. Las muestras sometidas a preamplificación por criterios de 
concentración o calidad fueron discriminadas usando paneles de referencia 
para cada ensayo. Adicionalmente, se ajustaron los siguientes parámetros 
para el análisis, descartando las muestras, ensayos o matrices que no 
cumplieran con los requisitos expuestos en la Tabla 7. 
Tabla 7. Parámetros ajustados para el control de calidad del proceso 
de genotipado. 
Icon Flag Name Value Condition Threshold 
 
Failed Control 
   
 
Genotype Quality Low Quality Less than 0,95 
 
Low Passive Ref Passive Ref Less than 0 
 
NTC Allele 2 Intensity High Allele 2 Greater than 3000 
 
NTC Allele 1 Intensity High Allele 1 Greater than 2000 
 
Reference Sample Discordance 
   
 
Replicate Sample Discordance 
   
 
Experiment Low ROX™ Rate High Percentage Greater than 10,0% 
 
Assay Call Rate Low Percentage Less than 90,0% 
 
Experiment Call Rate Low Percentage Less than 90,0% 
 
Sample Call Rate Low Percentage Less than 90,0% 
 
Asimismo, se aplicó el algoritmo para la normalización de clusters en 
los ensayos necesarios y se usó el cálculo del equilibrio Hardy-Weinberg 
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para detectar fallos en el genotipado, estratificación o tamaño insuficiente 
de la población y procesos endogámicos. Este principio expone que, en 
ausencia de selección, emparejamiento selectivo o deriva génica, las 
frecuencias alélicas y genotípicas de una población permanecen constantes 
de una generación a otra, por tanto, las frecuencias observadas no deberían 
ser significativamente distintas de las observadas. Así, para dos alelos, 1 y 
2, con frecuencias p y q, respectivamente, tendríamos que las frecuencias 
esperadas para cada genotipo serían: 
np2(1,1)/2 npq(1,2)/nq2(2,2) 
De esta manera, se compararon las frecuencias esperadas frente a las 
observadas en el grupo control (pacientes sin EH en el seguimiento) usando 
la prueba de bondad de ajuste chi-cuadrado de Pearson, con un nivel de 
significancia α=10-3. Para evitar los errores tipo I y tipo II, los ensayos que 
mostraron una desviación del equilibrio fueron descartados. Como control 
adicional, se comprobó la ausencia de genotipos heterocigotos en 
individuos varones en la variante en el cromosoma X. 
4.3.5 Análisis microsatélite 
Para el análisis del microsatélite en el promotor de GLS se hizo una 
amplificación previa de la región de interés por PCR en una mezcla de 20 
µL de volumen de DreamTaq PCR Master Mix 2X (ThermoFisher, CA, 
EEUU), agua desionizada, 0,5 µM de cada cebador y hasta 50 ng de ADN. 
Las secuencias de los cebadores usados fueron: forward 5′–TAG CCC TCC 
CCT GCG CTT TA–3′ y reverse 5′–TGG GGC GGT GAG ATG ACA 
GAA–3′ (Tib Molbiol, Berlín, Alemania). Las condiciones de amplificación 
fueron: desnaturalización inicial de 2 minutos a 95ºC, seguida de 35 ciclos 
de 95ºC durante 30 segundos, annealing a 57ºC por 30 segundos y extensión 
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durante 1 minuto. Para finalizar, se añadió un paso de extensión durante 10 
minutos adicionales. 
Los cebadores fueron diseñados usando la herramienta Primer-Blast 
(disponible en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/); las Tm 
fueron calculadas usando el software Primer3 v.4.1.0 (disponible en 
http://bioinfo.ut.ee/primer3/). Además, fueron comprobados mediante PCR 
in silico (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) de acuerdo al ensamblaje 
GRCch38/hg38 resultando un amplicón de 204 pb que incluye 16 
repeticiones GCA: 






Así, pudimos corroborar que el tamaño del amplicón está determinado 
por 156 bases a las que se suman un número variable de repeticiones. 
Gracias a esto pudimos calcular el número exacto de repeticiones como: 
Nrep = (tamaño total – 156) / 3, redondeando al número entero más cercano.  
El análisis del microsatélite se llevó a cabo separando por tamaño los 
amplicones obtenidos a través de electroforesis capilar. Para ello, 1 µL de 
los productos de PCR fluorescentes (usando el cebador reverse 5′– 6FAM-
TGG GGC GGT GAG ATG ACA GAA –3′) se diluyó 1:10 en una mezcla 
con 8,5 µL de formamida altamente desionizada y 0,5 µL del marcador 
estándar GeneScan600LIZ (ThermoFisher, CA, EEUU). Previamente a la 
inyección de las muestras, estas fueron desnaturalizadas mediante la 
incubación durante 3 minutos a 98ºC, y después mantenidas en hielo hasta 
la carga. La separación se llevó a cabo en el analizador genético ABI 3500 
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siguiendo el módulo de carrera preestablecido 
“FragmentAnalysis50_POP7”. Brevemente, las muestras pasaron por un 
capilar de 50 cm de longitud con el polímero POP7 en las condiciones: 
temperatura horno de 60ºC, tiempo y voltaje de carrera 1330 s a 19,5 kV, 
tiempo y voltaje de inyección 8 s a 1,6 kV, respectivamente. Los resultados 
fueron analizados usando el software PeakScanner v.3.4.1 (ThermoFisher, 
CA, EEUU) siguiendo la metodología descrita previamente (228). La 
calidad de la medida fue controlada a través de los picos del marcador de 
tamaños y por el parámetro Sizing Quality; las muestras con un valor por 
debajo de 0,75 o con picos fuera de la escala se excluyeron del análisis 
posterior. Los resultados que pasaron el control de calidad según los 
parámetros del software QualityCheck (ThermoFisher, CA, EEUU) fueron 
validados mediante un nuevo análisis usando Geneious v.11.1.5 
(Biomatters, Auckland, Nueva Zelanda). 
Para corroborar la eficacia del sistema de medida, se incluyeron 
muestras aleatorias en una electroforesis en gel de agarosa al 2%, usando 
TBE 1X, SYBRSafe 10.000X (ThermoFisher, CA, EEUU) y un voltaje de 
10 v/cm en la carrera en presencia del marcador de tamaños DNA Ladder 
100bp (Invitrogen, ThermoFisher, CA, EEUU). El gel fue revelado tras 
excitación UV en el ChemiDoc XRS+ (BioRad, CA, EEUU). Además, 
muestras con un análisis primario resultando en homocigotas para el tamaño 
del microsatélite fueron sometidas a secuenciación a fin de determinar la 
secuencia y longitud exacta de los amplicones, y evaluar así la eficacia del 
análisis por electroforesis capilar. 
 
4.4 Análisis estadístico 
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Las características basales de los pacientes se resumieron como 
porcentajes para variables categóricas y como media ± DE para las variables 
continuas. Las diferencias entre las distintas variables se analizaron 
mediante pruebas de supervivencia: descripción de las estimaciones según 
el método Kaplan-Meier y comparación de curvas con el test log-Rank 
como prueba para variables categóricas, y el modelo de riesgos 
proporcionales de Cox como modelo de regresión para variables continuas. 
La relación lineal entre variables se midió siguiendo el coeficiente de 
correlación de Pearson. 
El nivel de asociación genotipo-fenotipo se examinó comparando las 
frecuencias genotípicas entre casos y controles utilizando regresiones 
logísticas ajustando por edad y sexo siguiendo el modelo definido por la 
ecuación: 
log[p/(1-p)] = a + bG + gZ 
en donde “p” es la probabilidad de tener EH, “G” es el genotipo y “Z” 
las variables por las que se ajusta el modelo. Con este modelo como base, 
se exploró la asociación de cada variante siguiendo los distintos tipos de 
herencia (dominante, recesivo, codominante, aditivo y sobredominante). La 
magnitud de la asociación fue examinada mediante el cálculo de las OR 
(con intervalo de confianza del 95%) de cada genotipo respecto del de 
referencia. La verosimilitud de ajuste a cada modelo genético se comparó 
usando los parámetros Akaike’s Information Criterion (AIC) y Bayesian 
Information Criterion (BIC) utilizando la herramienta on-line SNPStats 
(www.snpstats.net). Las variantes presentes en el gen GLS fueron sometidas 
a distintos modelos usando regresión logística ajustando por edad y sexo. 
Los modelos fueron comparados de nuevo usando el AIC como parámetro 
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de selección de ajuste. Aquellos modelos con significación estadística 
fueron sometidos a análisis de supervivencia para estudiar la estratificación 
en el tiempo por medio del método Kaplan-Meier usando la prueba no 
paramétrica de Mantel-Cox como estadístico (log-Rank test).  
Las variables con diferencias significativas (p<0,05) en el análisis 
univariante fueron introducidas en una regresión multivariante por riesgos 
competitivos siguiendo la estrategia propuesta por Fine y Gray. A fin de 
evitar posibles factores de confusión, aquellos parámetros con una potencial 
relevancia clínica, aunque no resultasen significativos, como la edad, el 
sexo o la presencia previa de EH fueron igualmente incluidos en el modelo. 
De manera similar, para evitar la presencia de factores potencialmente 
redundantes, se excluyeron del modelo multivariante los componentes de 
los índices de función hepática Child-Pugh o MELD, si estos estaban 
incluidos en el mismo. El desarrollo de EH durante el seguimiento fue 
considerada la variable dependiente, teniendo en cuenta a la muerte no 
relacionada con la enfermedad hepática o al trasplante debido a carcinoma 
hepatocelular como eventos competitivos. La probabilidad de concordancia 
de cada modelo se examinó mediante el índice C de Harrell. 
Las diferencias entre las cohortes de estimación y validación se 
analizaron mediante las pruebas de la U de Mann-Whitney o t de Student 
para variables continuas, y los tests de chi-cuadrado de Pearson o el exacto 
de Fisher (si alguna casilla tuviera un número de casos inferior a 5) para 
variables categóricas tomando como referencia un valor de p bilateral<0,05. 
Para analizar el efecto de la genética respecto del grado de disfunción 
hepática, el MELD se categorizó en tres grupos. El primero, MELD <10 se 
identificó mediante el análisis de la curva ROC (receiving operator 
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characteristic); AUROC: 0,71 (95% de intervalo de confianza asintótico: 
0,64-0,78), p<0,001; sensibilidad 60,4% y especificidad 71,3%. El segundo 
grupo (MELD>15) se creó basándose en el consenso para la inclusión en la 
lista de espera de trasplante. El tercer grupo incluyó los pacientes con índice 
MELD entre 10 y 15 puntos. 
Los análisis estadísticos y las gráficas fueron llevados a cabo usando 
los softwares SPSS (v.25; SPSS, IBM, IL, EEUU), STATA MP (v.14; 
StataCorp LLC, TX, EEUU) y GraphPad Prism (v.7; GraphPad Software, 
CA, EEUU).  
 5 RESULTADOS 
  
  84 
5.1 Características basales de los participantes 
De los 336 pacientes que aceptaron participar en el estudio, 41 fueron 
excluidos por presentar disfunción hepática grave (índice Child-Pugh C) o 
hepatocarcinoma en el momento del reclutamiento, o bien por tener un 
tiempo de seguimiento inferior a seis meses. De esta manera, se incluyeron 
en primera instancia un total de 295 pacientes en la cohorte de estimación 
(ver patient flowchart, Anexo: Material suplementario). De manera general, 
la edad media de los individuos participantes fue de 56,8±10,1 años, con 
predominancia de hombres (71,9%). La etiología más frecuente de la 
cirrosis fue la alcohólica (50,5%), seguida de la hepatitis por virus C 
(33,6%) y por virus B (5,4%). El resto de pacientes, clasificados como 
“Otros”, tenían cirrosis por hepatitis autoinmune, colangitis biliar primaria 
o EHGNA. En el momento de la inclusión, observamos que la función 
hepática de estos pacientes se encontraba conservada: índice Child-Pugh A 
(74,6%), Child-Pugh B (25,4%); MELD 9,9±3,5. De la misma forma, 
comprobamos que el 12,1% había experimentado al menos un episodio 
previo de EH, y se detectó la presencia de EH mínima por una FCP 
patológica en el 37,4% y por PHES en el 26,3% de los pacientes. Respecto 
de otras complicaciones, el 45,5% había sufrido ascitis y el 19% algún 
episodio de hemorragia de varices esofágicas de manera previa a la 
inclusión en el estudio (Tabla 8).  
Tabla 8. Características clínicas y demográficas basales de los 
pacientes incluidos en el estudio. 
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5.2 Variables asociadas con el desarrollo de EH 
Se consideró como “tiempo cero” el momento de la primera visita y 
se estableció un límite de seguimiento máximo a los 60 meses. La incidencia 
de EH fue de 23,3% (69/295). El análisis univariado de la cohorte nos 
permitió determinar que estos individuos tenían, en el momento del 
reclutamiento, una edad superior y una función hepática más deteriorada 
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según los índices Child-Pugh y MELD. Asimismo, observamos que haber 
sufrido previamente un episodio de EH se encontraba asociado con el 
desarrollo de EH durante el seguimiento. Además, se asoció la presencia de 
EH con un peor pronóstico en términos de necesidad de trasplante y éxitus, 
sobre todo si tenemos en cuenta el fallecimiento de causa hepática. 
Igualmente, hallamos una asociación entre niveles incrementados de 
bilirrubina, AST, creatinina e INR y con niveles descendidos de albúmina, 
plaquetas y sodio y el desarrollo de EH (Tabla 9). 
Tabla 9. Parámetros asociados al desarrollo de EH en el 
seguimiento.  
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5.3 Genes y polimorfismos seleccionados 
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Explorando las rutas con implicación conocida en la fisiopatología de 
la enfermedad, se generaron varias listas de genes que compartían una 
función biológica o molecular dada en diferentes procesos como: 
- Metabolismo de amonio. 
- Metabolismo y transporte de glutamina. 
- Transporte de glutamato y otros neurotransmisores. 
- Regulación de la respuesta inmune innata. 
- Regulación de la respuesta inflamatoria aguda. 
- Estrés oxidativo. 
- Autofagia. 
- Señalización de ácidos biliares. 
- Respuesta a moléculas de origen bacteriano/integridad de la 
barrera intestinal. 
- Transporte de manganeso. 
En la Tabla 10 se muestran los genes candidatos según el sistema de 
priorización en base a la función biológica y molecular de la proteína para 
la que codifican siguiendo los términos de GeneOntology. Además, se 
muestran las variantes seleccionadas junto a su MAF y a la predicción de la 
consecuencia sobre el gen. De esta manera, se seleccionaron 60 variantes 
en las regiones de influencia de hasta 42 genes distintos. 
Tabla 10. Genes y polimorfismos seleccionados. 
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 5.4 Análisis de polimorfismos 
5.4.1 Genotipado 
Tras el análisis del control de calidad del genotipado, se excluyó una 
muestra por no cumplir los criterios mínimos de Sample call rate. De 
manera similar, y teniendo en cuenta el criterio Assay call rate, un ensayo, 
el correspondiente a la variante ID:rs3814058 fue eliminado de los análisis 
posteriores. 
Teniendo en cuenta el supuesto que propone el equilibrio de Hardy-
Weinberg, según el cual los alelos se segregan de manera aleatoria en la 
población, pudimos calcular las frecuencias esperadas de cada genotipo, 
partiendo de las frecuencias alélicas observadas. A través de una 
comparación entre las frecuencias (observadas y esperadas), descubrimos 
que los SNPs rs689466, rs2288629 y rs2293953 no cumplían este principio 
al menos en la población control, por lo que fueron eliminados de 
posteriores análisis (Tablas 11-13).  
Tabla 11. Comparativa entre las frecuencias esperadas y observadas 
para el cumplimiento del equilibrio Hardy-Weinberg en el SNP rs689466. 
rs689466 exact test for Hardy-Weinberg equilibrium (n=269) 
 N11 N12 N22 N1 N2 P-value 
All subjects 185 36 48 406 132 <0.0001 
STATUS=0-Control 138 33 35 309 103 <0.0001 
STATUS=1-Case 47 3 13 97 29 <0.0001 
 
 
Tabla 12. Comparativa entre las frecuencias esperadas y observadas 
para el cumplimiento del equilibrio Hardy-Weinberg en el SNP rs2288629. 
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rs2288629 exact test for Hardy-Weinberg equilibrium (n=291) 
 N11 N12 N22 N1 N2 P-value 
All subjects 189 66 36 444 138 <0.0001 
STATUS=0-Control 145 52 26 342 104 <0.0001 
STATUS=1-Case 44 14 10 102 34 0.00041 
 
Tabla 13. Comparativa entre las frecuencias esperadas y observadas 
para el cumplimiento del equilibrio Hardy-Weinberg en el SNP rs2293953. 
rs2293953 exact test for Hardy-Weinberg equilibrium (n=292) 
 N11 N12 N22 N1 N2 P-value 
All subjects 233 25 34 491 93 <0.0001 
STATUS=0-Control 178 19 27 375 73 <0.0001 
STATUS=1-Case 55 6 7 116 20 <0.0001 
 
No obstante, en ciertos casos se observó una desviación del equilibrio 
en población enferma. Esta desviación fue excusada debido a que podría 
suponer de hecho una asociación con el rasgo en estudio. 
5.4.2 Análisis del microsatélite en el promotor de GLS 
Siguiendo la metodología anteriormente descrita, se determinó la 
longitud del microsatélite en cada una de las muestras de ADN de los 
pacientes. En un primer análisis, se consiguió una determinación con éxito 
del 81,6% (241/295) de las muestras, teniendo en cuenta que: a) Size 
Quality>0,75, b) ausencia de picos confusión dentro o fuera del rango en 
estudio y c) muestras no saturadas. Observamos, además, que las muestras 
descartadas en la primera ronda guardaban correlación con la detección de 
contaminantes y/o baja calidad de ADN según la técnica espectofotométrica 
(coeficiente 0,64; p<0,001). 
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Para corregir este efecto y conseguir una mayor eficiencia, se llevó a 
cabo una nueva PCR con las muestras de ADN diluidas 1:1 en agua 
ultrapura (estimación de 25 ng totales), pero aumentando el número de 
ciclos a 40. No obstante, 12 de las 54 muestras restantes no consiguieron 
pasar el control de calidad, que fueron sometidas a un nuevo proceso de 
amplificación, esta vez en dos pasos. Una primera PCR a 25 ciclos usando 
cebadores sin fluoróforo con 25 ng de ADN, y una segunda PCR a 35 ciclos 
usando 5 µL del producto primario y el cebador reverse marcado con 
fluorescencia (6-FAM). Así, se consiguió finalmente una determinación 
eficiente de la longitud en todos los pacientes como muestra el ejemplo en 
la Figura 6.  
 
Figura 6. Imagen representativa del análisis del microsatélite. 
Además, se determinó la secuencia de la región amplificada en 
muestras a priori homocigotas, con el objetivo de comprobar nuevamente 
la efectividad de la medición, del diseño de los cebadores y de la PCR in 
silico (Figura 7 a). Finalmente, para confirmar el cálculo de la longitud de 
los amplicones según la electroforesis capilar, se realizó una separación por 
carga y tamaño mediante electroforesis en gel de muestras seleccionadas, 
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las cuales mostraron una concordancia del 100% en la longitud estimada 
(Figura 7 b). 
Figura 7. Comprobación de la eficacia de la medición de la longitud 
del microsatélite mediante a) secuenciación, b) electroforesis en gel de 
agarosa. 
Los pacientes fueron entonces categorizados en tres grupos de 
acuerdo al genotipo, que se definió (en el trabajo previo) como “largo” en 
un punto de corte ≧14 repeticiones de GCA, teniendo en cuenta el carácter 
bimodal de la distribución. Así, la población se distribuyó de la siguiente 
manera: alelos “corto-corto” 16,3% (48/295), alelos “corto-largo” 53,5% 
(158/295) y “largo-largo” 30,2% (89/295). 
 
5.5 Polimorfismos asociados con el desarrollo de EH 
El análisis de asociación genotipo-fenotipo reveló ocho variantes 
asociadas a la prevalencia de EH, permitiéndonos además calcular el 
modelo de herencia con mayor probabilidad de ajuste: rs6586283 [CT-CC 
vs. TT; OR 1,73 (0,99-3,04); p=0,05], rs4880 [AG vs. AA-GG; OR 2,48 
(1,40-4,42); p=0,001], rs35742391 [AG vs. GG; OR 0,27 (0,06-1,21); 
p=0,046], rs313830 [modelo aditivo; OR 0,52 (0,30-0,89); p=0,012], 
rs601338 [AG vs. AA-GG; OR 2,72 (1,54-4,80); p<0,001], rs2562582 [CT-
a) b) 
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CC vs. TT; OR 1,97 (1,03-3,02); p=0,042], rs313853 [CT-CC vs.TT; OR 
2,02 (1,13-3,63); p=0,016], rs5743836 [AG-GG vs. AA, OR 2,08 (1,18-
3,65); p=0,012] (Tablas 14-21).  
Tabla 14. Análisis de asociación genotipo-fenotipo para el rs4880. 
 
Tabla 15. Análisis de asociación genotipo-fenotipo para el 
rs313830. 
 
Tabla 16. Análisis de asociación genotipo-fenotipo para el 
rs313853. 
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Tabla 17. Análisis de asociación genotipo-fenotipo para el 
rs601338. 
 
Tabla 18. Análisis de asociación genotipo-fenotipo para el 
rs2562582. 
 




Tabla 20. Análisis de asociación genotipo-fenotipo para el 
rs6586283. 
 
Tabla 21. Análisis de asociación genotipo-fenotipo para el 
rs35742391. 
 
Una vez establecido el modelo de herencia óptimo para cada 
polimorfismo, pudimos comprobar que seis de estas variantes estaban 
asociadas con la supervivencia libre de EH durante el seguimiento: rs4880 
(AG vs. AA-GG; log-Rank 10,1; p<0,001), rs35742391 (AG vs. GG; log-
Rank 3,9; p=0,049), rs601338 (AG vs. AA-GG; log-Rank 11,7; p<0,001), 
rs2562582 (CT-CC vs. TT; log-Rank 5,7; p=0,017), rs313853 (CT-CC 
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vs.TT; log-Rank 6,7; p=0,010), rs5743836 (AG-GG vs. AA, log-Rank 5,2; 








Figura 8. Supervivencia acumulada libre de EH para las variantes a) 
rs4880, b) rs35742391, c) rs601338, d) rs2562582, e) rs313853 y f) 
rs5743836. 
5.5.1 Asociación de las variantes en GLS con el desarrollo de EH 
Las variantes en el gen GLS mencionadas en este trabajo (haplotipo y 
microsatélite) demostraron en un estudio previo su asociación con el 
desarrollo de EH. Con el objetivo de confirmar esta asociación, y de estimar 
el riesgo que otorga ser portador de alguna de ellas en nuestro estudio, 
analizamos el poder de distintos modelos generados por las variables: 
microsatélite largo/largo vs. largo/corto-corto/corto y haplotipo TACC 
presencia vs. ausencia, corrigiendo en todos los casos por la edad y el sexo 
(Tabla 22), mediante regresión de Cox en la cohorte de estimación. 
Tabla 22. Asociación entre las variantes en GLS y el desarrollo de 
EH. 
Modelo Haz. Ratio IC 95% 
p-
valor AIC 












3,121 0,087 713,02 
 
Así, se seleccionó el modelo con un valor de AIC menor de entre los 
que alcanzaron la significación estadística y, de manera similar a lo descrito 
en el apartado anterior, se estimó la supervivencia acumulada libre de EH 
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para la variable generada por la presencia o ausencia de alguna de las 
variantes en GLS: GLSmut (log-Rank 7,8; p=0,020) (Figura 9). 
 
Figura 9. Supervivencia acumulada libre de EH para la variable 
generada por la presencia de alguna de las variantes en el gen GLS. 
 
5.6 Análisis multivariante 
Las variables con un p-valor<0,05 en el análisis univariante fueron 
sometidas a análisis de regresión multivariante por riesgos competitivos, 
donde el trasplante o el fallecimiento por causa no hepática se consideraron 
eventos competitivos con el desarrollo de EH. A fin de evitar la presencia 
de factores potencialmente redundantes en el modelo, se incluyó la 
evaluación de la función hepática según el índice MELD, excluyendo los 
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parámetros que lo componen (bilirrubina, creatinina, INR y sodio). La Tabla 
23 muestra como los polimorfismos rs2562582 [subHazard Ratio (sHR) 
2,420 (1,407-4,162); p=0,001], rs313853 [sHR 2,396 (1,294-4,437); 
p=0,005], rs5743836 [sHR 2,010 (1,216-3,322); p=0,006] y rs601338 [sHR 
2,810 (1,568-5,039); p<0,001], junto a la variable generada por las variantes 
en GLS [sHR 2,190 (1,112-4,311); p=0,023], se asociaron al desarrollo de 
EH a 5 años, independientemente de otros factores. 
Tabla 23.  Análisis multivariante de acuerdo al desarrollo de EH a 
cinco años en la cohorte de estimación. 
 
Más aún, a través de una combinación de estas variantes pudimos 
identificar una huella genética que nos permitió clasificar a los pacientes en 
tres grupos según el riesgo [bajo riesgo (0-1 variantes), riesgo intermedio 
(2-3 variantes) o alto riesgo (4-5 variantes)] de desarrollar EH durante el 
Variable sHR IC 95% p-valor 
Sexo masculino 1,192 0,644-2,206 0,576 
Edad 1,023 0,992-1,055 0,142 
EH previa (Sí) 2,635 1,225-5,661 0,013 
Índice MELD 1,119 1,041-1,203 0,002 
AST (UI/L) 1,004 0,998-1,010 0,188 
Plaquetas (x 109/L) 0,999 0,993-1,006 0,966 
Albúmina (g/L) 0,882 0,841-0,925 <0,001 
rs2562582 (CT-CC vs. TT) 2,420 1,407-4,162 0,001 
rs313853 (CT-CC vs. TT) 2,396 1,294-4,437 0,005 
rs5743836 (AG-GG vs. AA) 2,010 1,216-3,322 0,006 
rs601338 (AG vs. AA-GG) 2,810 1,568-5,039 <0,001 
GLSmut 2,027 1,112-4,110 0,043 
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seguimiento a uno (log-Rank 15,368; p<0,001), tres (log-Rank 33,592; 
p<0,001) y cinco años (log-Rank 53,065; p<0,001) (Figura 10). 
 
Figura 10. Supervivencia acumulada libre de EH para la combinación 
de variantes (huella genética). 
Paralelamente, a través de la inclusión de la huella genética en el 
modelo de regresión en lugar de cada una de las variantes de manera 
independiente, pudimos calcular el sHR de los grupos de riesgo (Tabla 24).  
Tabla 24. Análisis multivariante de acuerdo al desarrollo de EH a 
cinco años en la cohorte de estimación usando la combinación de variantes 













La probabilidad de concordancia, medida según el índice C de Harrell 
tras el análisis de regresión de este modelo, fue de 0,815. 
 
5.7 Validación huella genética 
5.7.1 Cohorte de validación externa 
La validación de los resultados se llevó a cabo en una cohorte de 
pacientes independiente, procedentes de dos hospitales distintos. De los 287 
pacientes elegibles que aceptaron participar, 144 fueron excluidos del 
estudio (79 Child-Pugh C, 65 por seguimiento inferior a 6 meses) por no 
cumplir con los criterios. De las muestras genotipadas, 3 se eliminaron de 
análisis posteriores debido a un Sample call rate inferior a lo previamente 
estipulado (Figura S1, Anexo: material suplementario). Las características 
Variable sHR IC 95% p-valor 
Sexo masculino 0,839 0,487-1,445 0,959 
Edad 1,007 0,979-1,035 0,176 
Índice MELD 1,130 1,063-1,200 0,001 
EH previa (Sí) 2,159 1,161-4,016 0,015 
AST (UI/L) 1,002 0,997-1,008 0,377 
Plaquetas (x 109/L) 0,999 0,994-1,006 0,937 
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de los pacientes, así como las diferencias con la cohorte de estimación, se 
reflejan en la Tabla 25. 
Tabla 25. Características basales de los pacientes en la cohorte de 
validación y comparativa con la cohorte de estimación. 
 
De manera similar a lo expuesto anteriormente, se estimó la 
supervivencia acumulada libre de EH en la cohorte de validación en función 
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de la huella genética extraída de los resultados previos. Así, podemos 
observar como los grupos de bajo, medio y alto riesgo se siguen segregando 
de manera diferencial, con una comparativa entre las curvas 
estadísticamente significativa a uno (log-Rank 12,141; p<0,002), tres (log-
Rank 12,195; p=0,002) y cinco años (log-Rank 13,2; p<0,001) (Figura 11). 
 
Figura 11. Supervivencia acumulada libre de EH para la combinación 
de variantes (“huella genética”) en la cohorte de validación. 
Más aún, observamos que, siguiendo el mismo modelo de regresión 
aplicado en la cohorte de estimación, se confirmó la asociación de la huella 
genética de manera independiente a otras variables (Tabla 26). 
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Tabla 26. Análisis multivariante de acuerdo al desarrollo de EH a 
cinco años en la cohorte de estimación usando la combinación de variantes 
como variable “huella genética” en la cohorte de validación. 
 
La probabilidad de concordancia, medida según el índice C de Harrell 
tras el análisis de regresión del modelo, fue en este caso de 0,775. 
5.7.2 Independencia de otros factores de riesgo 
A pesar de que el análisis descrito en apartados anteriores nos 
demuestra la asociación de la huella genética con el desarrollo de EH a cinco 
años de manera independiente a otras variables, se estudió el rendimiento 
de la misma respecto de factores de riesgo conocidos. En las tablas 27 y 28 
se muestran las características basales de los pacientes en función al riesgo 
individual que poseen según la huella genética en las cohortes de estimación 
y validación, respectivamente.  
 
Variable sHR IC 95% p-valor 
Sexo masculino 0,930 0,482-1,794 0,831 
Edad 1,029 1,002-1,057 0,039 
Índice MELD 1,024 0,965-1,087 0,431 
EH previa (Sí) 3,517 1,945-6,357 <0,001 
AST (UI/L) 1,002 0,998-1,007 0,338 
Plaquetas (x 109/L) 0,999 0,995-1,005 0,985 














Tabla 27. Características basales la cohorte de estimación en base a 
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Tabla 28. Características basales la cohorte de validación en base a 
los grupos de riesgo establecidos por la huella genética. 
 
Además, pudimos observar como, independientemente del grado de 
disfunción hepática basal medido por Child-Pugh (Estimación: Child-Pugh 
A log-Rank 16,5; p<0,001/ Child-Pugh B log-Rank 25,5; p<0,001. 
Validación: Child-Pugh A log-Rank 1,3; p>0,05/ Child-Pugh B log-Rank 
13,1; p<0,001) (Figura 12) o MELD (Estimación: MELD≤10 log-Rank 
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24,7; p<0,001/ MELD >10<15 log-Rank 15,3; p<0,001/ MELD>15 log-
Rank 8,4; p=0,015. Validación: MELD≤10 log-Rank 8,6; p=0,014/ MELD 
>10<15 log-Rank 7,6; p<0,023/ MELD>15 log-Rank 1,9; p=0,390) (Figura 
13), la huella genética seguía discriminando grupos de pacientes con bajo, 
intermedio y alto riesgo en ambas cohortes. 
 
 
Figura 12. Supervivencia acumulada libre de EH para la huella 
genética en función del grado de disfunción hepática según el índice Child-
Pugh A (a y b) o B (c y d), en las cohortes de estimación (a y c) y validación 
(b y d).  
a) b) 
c) d) 




Figura 13. Supervivencia acumulada libre de EH para la huella 





≤10 (a y b), >10<15 (c y d) y ≥15 (e y f) en las cohortes de estimación (a, c 
y e) y validación (b, d y f). 
De la misma manera, demostramos que el rendimiento de la huella 
genética era independiente de haber sufrido episodios de EH en las dos 
cohortes (sin EH previa: log-Rank 40,7; p<0,001 y log-Rank 6,6; p=0,037 
en las cohortes de estimación y validación, respectivamente. En pacientes 
con EH previa: log-Rank 8,8; p=0,012 y log-Rank 14,9; p<0,001, 
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Figura 14. Supervivencia acumulada libre de EH para la huella 
genética en función de la presencia (c y d) o no (a y b) de eventos de EH 
previo al estudio en las cohortes de estimación (a y c) y validación (b y d). 
Igualmente, la huella genética también permitió la discriminación de 
grupos de bajo, intermedio y alto riesgo de EH de manera independiente a 
la presencia de EH mínima, medida bien por FCP (≥39 Hz: log-Rank 18,1 
p<0,001/ <39 Hz log-Rank 20,2; p<0,001) o por las pruebas PHES (≥-4: 
log-Rank 15,5; p<0,001/ <-4: log-Rank 26,6; p<0,001) (Figuras 15 y 16). 
 
Figura 15. Supervivencia acumulada libre de EH para la huella 





Figura 16. Supervivencia acumulada libre de EH para la huella 
genética en base al diagnóstico de EH mínima según PHES. 
Finalmente, demostramos también que la huella genética tiene un 
rendimiento independiente de una prueba fisiológica como la SOG (Basal 
<79 µg/dL log-Rank 11,5; p=0,003/ Basal ≥ 79 µg/dL log-Rank 28,0; 
p<0,001. Delta <33 µg/dL log-Rank 9,3; p=0,01/ Delta ≥ 33µg/dL log-Rank 
35,1; p<0,001) (Figura 17). 
 
Figura 17. Supervivencia acumulada libre de EH para la huella 
genética en base a la respuesta a la SOG. Amonio basal a) <79 µg/dL, b) 
≥79 µg/dL. Incremento de los niveles de amonio a 60 minutos (Delta) c) 
<33 µg/dL, d) ≥33 µg/dL. 
a) b) 
c) d) 
  117 
 
5.8 Análisis funcional in silico de las variantes asociadas a EH 
5.8.1 NC_000019.10:g.46784682T>C 
Esta variante (ID: rs313853) se encuentra en el cromosoma 19, en la 
región de influencia del gen SLC1A5, que codifica para un transportador de 
aminoácidos dependiente de sodio (ATB(0)). Se define por un cambio T>C 
y, para los transcritos que se han definido hasta la fecha, puede tener una 
consecuencia bien a nivel intrónico o a nivel del 5’ UTR. La expresión de 
este gen no es mayoritaria entre los tejidos del eje intestino-hígado-cerebro, 
pero numerosas publicaciones han demostrado que sus niveles aumentan en 
diversas condiciones (237). En concreto, los datos revelan que su expresión 
se ve incrementada cuando los requerimientos celulares de glutamina son 
mayores para dar soporte a las necesidades de precursores o de obtención 
de energía a través de la glutaminolisis; en cualquier caso, rutas productoras 
de amonio.  
Según los datos disponibles, no se detectó ningún eQTL 
significativo para la variante. No obstante, descubrimos que se encontraba 
en alto desequilibrio de ligamiento en población CEU 
(1000GENOMES:phase_3) con la variante rs313836 (r2=1,000; D’=1,000), 
a 5.309 pb de distancia. Analizando esta última comprobamos que se asocia 
con los sitios de unión de hsa-miR-122a y hsa-miR-137, dos miARNs que 
regulan a nivel epigenético la expresión de este gen (Figura 18). 
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Figura 18. Predicción de la regulación epigenética del gen SLC1A5 a 
través dos miRNAs cuyo sitio de unión podría estar influenciado por la 
presencia de la variante en estudio. 
5.8.2 NC_000005.10:g.36605258C>T 
Esta variante (ID: rs2562582) se localiza en el cromosoma 5, en la 
región de influencia del gen SLC1A3, que codifica para un transportador de 
aminoácidos dependiente de sodio (EAAT1). Este transportador tiene alta 
afinidad por glutamato y se ha descrito que participa en la inhibición de la 
neurotransmisión excitatoria a nivel del sistema nervioso central; 
consecuentemente, la expresión de este gen es mayoritaria en tejido cerebral 
(Figura 23). 
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 Figura 19. Mapa de expresión del gen SLC1A3 en distintos tejidos. 
Según los datos disponibles, esta variante se produce en la región 
2Kb Upstream del gen, para el cual no se detectó ningún eQTL significativo 
relacionado con esta variante, ni con otras en desequilibrio de ligamiento. 
No obstante, descubrimos que se encontraba en alto desequilibrio de 
ligamiento en población CEU (1000GENOMES:phase_3) con la variante 
rs1428973 (r2=1,000; D’=1,000), a 804 pb de distancia. Esta otra variante 
se encuentra en una región reguladora, según la predicción afectaría a dos 
sitios de unión de factores de transcripción distintos: NFATC1 y 
TEAD4:FIGLA (Figura 20). 
 
 Figura 20. Sitios de unión de los factores de transcripción a) 




Esta variante (ID: rs5743836) en el cromosoma 3 se encuentra en la 
región de influencia del gen TLR9 (Toll-like receptor 9), un receptor de 
reconocimiento de patrones que juega un papel crucial en la activación y la 
homeostasis del sistema inmune tras la detección de patógenos. Este gen se 
expresa mayoritariamente en células del sistema inmune tales como 
macrófagos, natural killer, dendríticas y otras células presentadoras de 
antígeno, manifestándose además en órganos como el cerebro, el bazo o el 
intestino delgado. Concretamente, este receptor activa el sistema inmune 
innato al reconocer motivos CpG de ADN sin metilar, que identifica como 
ADN extraño. En los últimos años se han reportado diversas variantes en 
este gen que se asocian con una mayor predisposición a linfoma tipo 
Hodgkin, así como a enfermedades autoinmunes o inflamatorias crónicas 
como el asma o la enfermedad de Crohn. 
Según los datos disponibles, esta variante se produce en la región 
2Kb Upstream del gen, identificándose como eQTL para diversos tejidos, 
tanto esta, como otras variantes en elevado desequilibrio de ligamiento 
(Figura 21).  
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Figura 21. Comparación eQTL multi-tejido para la variante 
NC_000003.12:g 52226766A>G. Fuente: GTEx Analysis Release V7 
(dbGaP Accession phs000424.v7.p2). 
De manera más llamativa, observamos que el alelo G de esta 
variante genera varios sitios de regulación, tal y como muestra la Tabla 29. 
Además, se ha demostrado recientemente que se genera también un 
elemento de respuesta a IL-6, el cual aumentará la expresión de TLR9 a 





Tabla 29. Predicción de los sitios de regulación generados por la 
presencia de la variante NC_000003.12:g 52226766A>G. 
 
5.8.4 NC_000019.10:g.48703417G>A 
Esta variante (ID: rs601338) se encuentra en la región codificante 
del gen FUT2, que produce la enzima Galactoside 2-alpha-L-
fucosyltransferase 2 (EC:2.4.1.344). Esta enzima media la adición de fucosa 
a la galactosa terminal de cadenas de polisacáridos en glucoproteínas y 
glucolípidos de membrana, resultando un epítopo que juega un papel 
esencial en la comunicación intercelular y la interacción microbio-
hospedador. Además, esta enzima regula la expresión de los antígenos de 
los grupos sanguíneos Lewis y ABO (H) en la superficie de las células 
epiteliales y en las secreciones de fluidos corporales.  
En concreto, esta mutación de cambio de sentido introduce un codón 
de STOP en la secuencia aminoacídica de los tres transcritos a los que puede 
llegar a afectar, produciendo en cualquier caso una proteína aberrante 
(Tabla 30). De manera consecuente, se ha relacionado con el fenotipo 
SECRETOR/NONSECRETOR (OMIM: 182100), el cual ha sido asociado 
con la susceptibilidad al desarrollo de enfermedades autoinmunes 
(psoriasis, esclerosis múltiple, enfermedad de Crohn o síndrome de 
Sjoegren, entre otras) y de infección con diversos microorganismos; 
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además, se ha demostrado recientemente que juega un papel en la 
composición de la microbiota intestinal así como en la homeostasis de 
distintos metabolitos en circulación (ej. Colesterol, vitamina B12). 
Tabla 30. Predicción de la consecuencia producida por la presencia 
de la variable en estudio. 
 
 
5.9 Utilidad de la metodología de genotipado de alto rendimiento 
5.9.1 Análisis de la eficiencia 
Las cuatro variantes genotipadas en la plataforma LightCycler 
consiguieron una tasa de éxito en el genotipado, medida por el Assay call 
rate superior al 98% [mediana (máx-min). 99,14 (98,29-99,57)] mientras 
que en la evaluación por matrices en la plataforma OpenArray se observó 
alguna variante con una tasa de éxito por debajo de 90%, el límite inferior 
propuesto en el control de calidad, con una mediana de 98,30 (83,4-100); 
p<0,05 (Figura 22). 
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Figura 22. Tasa de éxito en el genotipado según la plataforma medido 
por el parámetro Assay call rate. 
Sin embargo, ante estas diferencias en la eficiencia de la plataforma, 
y a fin de identificar el/los posibles factores determinantes, decidimos 
analizar la eficiencia en función a la calidad del ADN de las muestras. De 
esta manera, pudimos observar diferencias estadísticamente significativas 
respecto del Assay call rate en la plataforma OpenArray al clasificar las 
muestras en función del ratio de absorbancia 260/230 <1,2 o ³1,2 [97,4 
(73,3-99,1) vs. 100 (92,3-100); p<0,0001] (Figura 23). 
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Figura 23. Tasa de éxito en el genotipado según la calidad del ADN 
medida por el ratio de absorbancia 260/230 en los ensayos llevados a cabo 
en OpenArray. 
5.9.2 Análisis del coste 
Para el cálculo del coste no se tuvieron en cuenta los gastos 
dependientes de la preparación de la muestra, que abarcan desde la 
extracción de sangre, procesado y almacenamiento a la extracción y 
cuantificación del ADN, ya que estos procedimientos se consideraron 
comunes al análisis por las dos plataformas (descrito en la sección 4.2).  
Los costes incluidos fueron únicamente en concepto de sondas (o 
matrices, en su caso), Mastermix (mezcla de reacción comercial) y fungibles 
(puntas y placas de 96 pocillos). Se tuvieron en cuenta los precios 
disponibles en nuestra región en el año 2018 para el análisis de hasta 60 
ensayos (los SNPs seleccionados en este estudio) en un número de hasta 
960 pacientes (el pedido mínimo de matrices personalizadas para 
OpenArray). No se incluyó tampoco ningún coste por uso, alquiler, o 
adquisición de los equipamientos. 
Para el análisis de 60 polimorfismos, el coste total estimado en la 
plataforma LightCycler aumentó de manera progresiva no lineal en función 
del número de muestras, desde 25589,05€ para 1 muestra hasta 160689,80€ 
para 960. Sin embargo, el coste de las matrices personalizadas (y los 
reactivos y fungibles necesarios para las reacciones) para la plataforma 
OpenArray se mantuvo estable en 8337,87€, independientemente del 
número de muestras. Más aun, el precio por muestra (excluyendo los gastos 
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anteriormente mencionados) osciló entre 25589,05€ y 167,39€ en el primer 
caso, y entre 8337,37€ y 8,69€ en el segundo (Figura 24). 
 
Figura 24. Estimación del precio total para 60 ensayos en función del 
número de muestras para las plataformas a) LightCycler y b) OpenArray. c) 
Cálculo del precio por ensayo según el número de muestras. 
El coste en función del número de polimorfismos en la plataforma 
LightCycler, para el análisis de 960 muestras, se estimó que presentaba 
variaciones lineales entre los 2744,10€ para 1 y 164646,00€ para 60 
ensayos. De manera similar, la estimación para la plataforma OpenArray 
presentó variaciones, dependiendo del tipo de matriz necesaria, que 
oscilaron entre los 3034,97€ hasta los 8337,87€ (Figura 25). 
a) b) 
c) 
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Figura 25. Estimación del coste del estudio en función del número 
de ensayos. 
5.9.3 Análisis del tiempo 
El análisis del tiempo se llevó a cabo en dos fases: tiempo de reacción 
y tiempo de análisis. En el primer caso, teniendo en cuenta un tiempo 
aproximado de preparación por placa de 20 minutos, y de 1 hora y 28 
minutos por cada reacción de PCR, se estimó un máximo de 4 reacciones 
por cada día de trabajo (jornadas de 8 horas) en la plataforma LightCycler. 
De manera similar, la estimación para OpenArray fue de 8 reacciones y 
lecturas de matrices/día de trabajo. 
Así, se calculó que, para el análisis del mismo número de muestras y 
ensayos planteados anteriormente, usando el equipo LightCycler se 
necesitaría un tiempo que podría alcanzar los 150 días laborables mientras 
que en OpenArray el tiempo oscilaría entre 1,25 y 2,5 días de trabajo en 
función del número de ensayos (no depende en este caso del número de 
muestras) y, por tanto, del tipo de matriz seleccionada (Figura 26). 
















Figura 26. Estimación del tiempo empleado en el estudio usando 
LightCycler en función del a) número de ensayos y c) número de muestras. 
b) Estimación usando OpenArray. 
Respecto del tiempo de análisis, estimando una duración aproximada 
de 10 minutos para el análisis de cada placa de reacción, se calculó que, 
dependiendo del número de ensayos y muestras, se necesitaría un tiempo de 
hasta 12,5 días para realizar el análisis con LightCycler 96 Application 
Software. Sin embargo, y teniendo en cuenta una duración aproximada de 
15 minutos para el análisis, el tiempo estimado para el análisis usando el 
software Genoyping con la plataforma OpenArray podría oscilar entre 15 
minutos y 1,9 días, en función del número de ensayos, y de manera 
independiente al número de muestras ya que el software permite la 
integración de distintas matrices para un mismo análisis. 
a) b) 
c) 
 6 DISCUSIÓN 
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6.1 Huella genética 
Diversos factores clínicos se han asociado al riesgo de desarrollar 
encefalopatía hepática en pacientes con cirrosis; no obstante, el papel que 
la variabilidad genética interindividuo puede tener sobre este riesgo ha ido 
ganando interés en los últimos tiempos. El principal hallazgo de este trabajo 
es la asociación de distintas variantes genéticas con el desarrollo de eventos 
de EH, previa identificación de genes con potencial implicación en la 
enfermedad, y la definición de grupos de pacientes en base al riesgo 
individual según el genotipo. En los últimos años, diversos factores 
genéticos han sido objeto de estudio a fin de aumentar el conocimiento de 
los mecanismos reguladores de la progresión de la enfermedad hepática. 
Como ejemplo de relevancia, la asociación de la variante 
NC_000022.10:g.44324727C>G (ID: rs738409) en el gen PNPLA3 con la 
presencia de esteatosis, fibrosis hepática y actividad en el contexto de la 
EHGNA que, además, ha sido recientemente asociado con un mayor riesgo 
de descompensación hepática y mortalidad (244). Así, en este trabajo se 
postula que variantes que pudieran modificar la respuesta inmune, la barrera 
intestinal, el metabolismo de glutamina/amonio, así como otros procesos 
implicados en la patogenia de la EH, marcan diferencias en la respuesta 
individual ante ciertos eventos en la cirrosis. Estas diferencias establecerían 
una predisposición que a su vez explicaría las diferencias que observamos 
en la aparición de EH. Sin embargo, hasta la fecha pocos estudios han 
podido profundizar en esta hipótesis.  
Respecto de las asociaciones encontradas, para dos de los SNPs (ID: 
rs2562582 y rs313853) no se encuentran asociaciones previas en 
publicaciones indexadas hasta la fecha. No obstante, un total de 72 
publicaciones describen una asociación entre la variante en la región de 
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influencia de TLR9 (ID: 5743836) y diversas entidades clínicas relacionadas 
con la inmunidad innata, con infecciones e incluso cáncer. Igualmente, se 
han reportado asociaciones para la variante ID: rs601338 en 44 
publicaciones, sobre todo en relación a variaciones en la composición de la 
microbiota y enfermedades inflamatorias. Finalmente, las variantes en GLS 
descritas con anterioridad por nuestro grupo (228), han sido validadas en 
este trabajo. Hace unos años, además, un estudio llevado a cabo en 
Alemania encontró una relación entre la longitud del microsatélite y la 
presencia de EH mínima según la FCP, sugiriendo de nuevo el papel de esta 
variante en el desarrollo de EH (245). Sin embargo, un estudio posterior en 
pacientes cirróticos del Hospital Universitario de Anam, en Korea, con el 
objetivo de validar esta asociación, encontró que el carcinoma 
hepatocelular, etiología alcohólica, el índice MELD, o los niveles de 
amonio séricos, pero no la longitud del microsatélite en GLS, se encontraban 
asociados al desarrollo de EH (246). Por último, un estudio reciente ha 
demostrado que diferencias en la longitud de este microsatélite tienen un 
efecto sobre la expresión del gen y estas se asocian con deficiencias en el 
desarrollo cerebral, resaltando la relevancia de este locus (247). 
La asociación encontrada en cada variante, como se expuso previamente, 
explicaría parte de las diferencias que se observan en la presentación y, a 
través de la combinación de las mismas se ha conseguido identificar 
individuos en riesgo de desarrollo de EH. La idea de combinar variantes 
comunes con un efecto moderado en enfermedades complejas no es nueva, 
y numerosos estudios han usado esta estrategia para establecer el riesgo 
individual en distintas enfermedades. De hecho, parece ser que la 
disponibilidad de nuevas técnicas y la acumulación de datos de estudios de 
genoma completo han hecho resurgir el concepto de Polygenic Risk Score, 
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a través del cual se estudia la predisposición a enfermedades comunes 
basándose en múltiples variantes. Por ejemplo, un trabajo reciente ha 
conseguido estratificar pacientes predispuestos a cinco enfermedades con 
un gran impacto en la sanidad como: diabetes tipo 2, enfermedad 
inflamatoria intestinal, cáncer de mama, fibrilación auricular y enfermedad 
de las arterias coronarias, con un riesgo equivalente al de enfermedades 
monogénicas (201). Esta metodología, aunque está actualmente siendo 
discutida y en búsqueda de patrones de estandarización para poder comparar 
y validar los estudios, se prevé tenga un gran impacto en el desarrollo de la 
medicina personalizada (248).  
 
6.2 Impacto 
La prevalencia global de cirrosis está creciendo de manera notable y 
la carga que supone esta enfermedad es cada vez mayor, con una tendencia 
a acelerarse debido, principalmente, a factores relacionados con el estilo de 
vida en países desarrollados. De entre las complicaciones asociadas a la 
cirrosis, se considera a la EH la más compleja e incapacitante; se manifiesta 
en un espectro amplio de severidad, con cambios impredecibles en la 
función cognitiva y una discapacidad intelectual progresiva. En 
comparación con los pacientes cirróticos sin EH, incluso aquellos con EH 
subclínica tienen mayor riesgo de eventos adversos tales como 
hospitalizaciones, caídas, accidentes, peor calidad de vida y elevada tasa de 
mortalidad. Más aún, se ha estimado que la mortalidad global a un año 
después de desarrollar EH puede alcanzar el 60%. Por ello, establecer el 
riesgo individual de desarrollar EH nos permitiría informar a los pacientes, 
seguir una monitorización más estrecha e implementar estrategias de 
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intervención con el objetivo de reducir el riesgo de progresión e incluso 
disminuir la tasa de eventos adversos. Lamentablemente, en la actualidad 
hay pocos datos disponibles en relación a la estratificación de los pacientes 
con cirrosis respecto del riesgo individual de desarrollar EH. En este 
sentido, varios autores han resaltado, además, la necesidad de crear índices 
de riesgo como el propuesto en este trabajo, para predecir su aparición 
(249). Hasta la fecha, la predicción de EH ha sido estimada siguiendo dos 
grandes vías: mediante la evaluación de los factores de riesgo o bien 
identificando la presencia de EH mínima/encubierta. 
Como se ha expuesto anteriormente, la EH manifiesta puede 
aparecer debido a una combinación de diversos factores tales como la 
concentración de amonio, el estado inflamatorio y el transporte de 
glutamina en el organismo, entre otros. Estos mecanismos pueden 
considerarse secundarios a otros procesos que se han encontrado asociados 
al desarrollo de EH y que pueden ser medidos de manera sencilla, 
permitiéndonos así evaluar los factores de riesgo. De manera resumida, 
podemos afirmar que, a medida que la disfunción hepática se acentúa, el 
riesgo de EH aumenta (250). En este sentido, varios estudios han 
confirmado que índices clínicos, que pueden calcularse con parámetros 
clínicos y bioquímicos rutinarios, son predictores de EH (251). De manera 
concordante, nuestros datos muestran una asociación entre el MELD (y 
otros parámetros bioquímicos indicativos de la disfunción hepática) y el 
desarrollo de EH. No obstante, varios autores han manifestado su inquietud 
ante estos resultados ya que algunos estudios, a diferencia de este trabajo, 
no han tenido en cuenta la aportación de ciertas etiologías o de factores de 
riesgo bien conocidos como la EH previa o la presencia de EH mínima 
(252). Para este trabajo, no solo se ha tenido en cuenta el grado de 
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disfunción hepática, sino que la huella genética aquí obtenida, mantiene su 
asociación de manera independiente a los índices Child-Pugh o MELD. 
Más allá de los índices de función hepática, el grado de hipertensión 
portal, reflejo de la circulación de sustancias con capacidad neurotóxica 
desde la circulación esplénica a través de derivaciones porto-sistémicas, se 
ha asociado de manera independiente con el riesgo de EH (253). Por otro 
lado, el metabolismo del amonio también se ha asociado con el riesgo de 
EH; este puede ser evaluado de manera indirecta a través del grado de 
sarcopenia del paciente usando técnicas de imagen, o analizando los niveles 
circulantes de amonio durante el test de sobrecarga oral de glutamina (59, 
254, 255). Los datos aquí presentados corroboran la asociación entre los 
niveles de amonio y su metabolismo, mediante el test de SOG, y el 
desarrollo de EH. No obstante, nuestros datos demuestran que la capacidad 
predictiva de la huella genética aquí presentada sigue prevaleciendo ante la 
respuesta a la SOG. Finalmente, el uso de ciertos medicamentos con 
implicación en la motilidad o producción de amonio intestinal también se 
ha asociado con el desarrollo de EH e incluso han sido propuestos como 
biomarcadores para evaluar el riesgo (237, 256).  
De manera más frecuente, la identificación de EH 
mínima/encubierta se ha venido usando para predecir el riesgo de EH. 
Como se ha introducido anteriormente, existen diversas herramientas 
disponibles para su evaluación. Sin embargo, y a pesar de las 
recomendaciones, varios factores dificultan su implementación en la 
clínica. Tal y como se ha resumido en una revisión reciente llevada a cabo 
por E. Tapper, en primer lugar, muchos pacientes sin signos de EH 
encubierta están en riesgo de EH y, aunque su evaluación mejore la 
identificación de pacientes en riesgo, el porcentaje de pacientes 
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infradiagnosticados es elevado (257). En este sentido, un estudio ha 
encontrado que el riesgo de EH a 1 año era del 34% en pacientes con EH 
encubierta frente al 18% en aquellos que no la tenían (56). Por otro lado, la 
mayoría de los estudios se han llevado a cabo excluyendo pacientes 
concretos, por lo que muchos pacientes en riesgo no serían susceptibles de 
realizar las pruebas, incluyendo consumidores activos de alcohol o con 
ciertas medicaciones o comorbilidades. Esto produce un gran salto entre la 
eficacia y la efectividad de una prueba, y es por ello que hacen falta 
estrategias basadas en poblaciones para la evaluación de estas pruebas. Más 
aun, los puntos de corte no están bien establecidos y, aunque las pruebas 
pudieran mantener su poder predictivo, los resultados no son reproducibles 
entre los estudios ya que esto limita su validación externa. Además, la 
selección de los controles para cada estudio varía de un centro a otro y se 
ha demostrado que algunos factores como la educación, el tabaquismo o 
ciertas comorbilidades que no se tienen en cuenta en todos los estudios 
podrían impactar en el resultado de las pruebas (258). Como consecuencia 
se obtiene una imprecisión en la predicción; tanto así, que el porcentaje de 
pacientes que desarrollan EH tras el diagnóstico de EH mínima puede 
oscilar entre el 10% y el 40% (249). Al mismo tiempo, estas diferencias se 
pueden ver agravadas por la desviación que existe inter-operador a la hora 
de la interpretación de estas pruebas.  
En este sentido, el análisis de la huella genética propuesta en este 
trabajo presentaría una serie de ventajas respecto a las pruebas diagnósticas 
de EH mínima para la predicción del desarrollo de EH, ya que se plantea 
como un biomarcador: 
- Robusto, ya que su resultado no dependería de la experiencia 
del operador, ni del entrenamiento o el estado del paciente. La 
  136
metodología es relativamente rápida, simple y con menor coste que 
otras pruebas. En algunos centros, la determinación de 
polimorfismos se ha llegado a establecer de manera rutinaria para 
ciertas condiciones. 
- Estable, ya que la genética no cambia a lo largo de la vida 
del paciente, por lo que el biomarcador permanece estático durante 
el curso de la enfermedad. Esto lo diferencia de otros parámetros 
que pueden alterarse por condiciones concretas (medicación, 
infección, otras descompensaciones…) condicionando el pronóstico 
del paciente al momento de la medición. Por esto mismo, no necesita 
ser medido en repetidas ocasiones.  
- No invasivo, ya que el ADN se puede extraer de cualquier 
tipo de muestra biológica que se obtenga del paciente. 
Además, esta prueba cumple con la mayoría de los requisitos 
para que se considere su implementación: 
- Es efectiva, debido a que cuenta con una serie de 
propiedades: 1) Es biológicamente plausible, ya que las variaciones 
en ciertos genes pueden modificar la expresión y/o la actividad de la 
proteína para la que codifican que, en este caso, están relacionadas 
con la fisiopatología de la enfermedad, pudiendo alterar el curso de 
la misma. 2) Tiene una elevada sensibilidad y especifidad 3) Su 
determinación es sencilla, con alta reproducibilidad y baja tasa de 
errores, independientemente de la metodología utilizada, pudiendo 
incluirse en la rutina de laboratorio de manera similar a otros 
parámetros. 4) Sin embargo, no es sensible a los cambios, y esto 
limita la utilidad del biomarcador, ya que no serviría para 
monitorizar, por ejemplo, la respuesta a terapias interventivas. 
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- Por otro lado, la prueba nos aporta información, en este caso 
sobre parámetros clínicamente significativos como puede ser el 
riesgo a desarrollar EH a largo plazo. Como se ha demostrado, esta 
prueba permite clasificar a los pacientes en función del riesgo 
independientemente de otros factores tales como la función hepática 
o la presencia de EH mínima. Sin embargo, en este trabajo no se ha 
estudiado la asociación con otros parámetros como el tiempo hasta 
la resolución, recurrencia o incluso la frecuencia de las recurrencias 
de EH. No obstante, desde aquí planteamos que estudios posteriores 
podrán evaluar estos parámetros e incrementar la utilidad del 
biomarcador. 
- Finalmente, la prueba debe generar un impacto y tener un 
beneficio clínico en términos del bienestar (calidad de vida, 
reingresos) y la supervivencia del paciente, así como del sistema 
sanitario a nivel de consumo de recursos. Gracias a la identificación 
de grupos de riesgo, se podrán optimizar los recursos disponibles 
para atender a los pacientes con mayor riesgo de manera anticipada. 
Esto se prevé impacte tanto en el bienestar del paciente como en la 
mortalidad asociada a EH, así como sobre la frecuencia de 
complicaciones relacionadas con la enfermedad hepática. 
Por todo ello, se postula esta prueba como un biomarcador de 
susceptibilidad o riesgo de gran utilidad en práctica clínica. De acuerdo a 
los criterios generados por el grupo de trabajo FDA-NIH “BEST” 
(Biomarkers, EndpointS and other Tools), sería útil para guiar las 
estrategias preventivas o para identificar un grupo de pacientes sobre el que 
se debería iniciar una vigilancia más intensiva (259). Esto se considera algo 
necesario en términos tanto de salud como económicos, ya que un artículo 
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reciente demuestra un incremento de casi el 50% en los costes de 
hospitalización de pacientes con EH en Estados Unidos desde 2010 a 2014, 
momento en el que se alcanzaron los 12.000 millones de dólares (260). 
En la Tabla 31 se comparan las distintas estrategias para la evaluación 
del riesgo de EH más extendidas, junto con la huella genética aquí 
propuesta, usando una serie de criterios como la facilidad de aplicación, la 
calidad de los datos que la sustentan y el rendimiento de la prueba. Según 
estos criterios, la huella genética sería superior a otras pruebas en casi todos 
los aspectos. No obstante, cabe destacar la ausencia de un grupo de 
pacientes en el estudio, los que presentaban Child-Pugh C; aunque esta 
ausencia está justificada debido a que estos pacientes tienen una disfunción 
hepática severa, y posiblemente cirrosis descompensada. Por ello, el 
rendimiento de la prueba en términos predictivos en este subgrupo tiene 
menor valor. Por otro lado, la prueba no ha podido ser validada mediante 
pruebas psicométricas establecidas debido a la ausencia de datos en la 
cohorte de validación. Sin embargo, los resultados en la cohorte de 
estimación establecen la independencia de la huella genética respecto de la 
evaluación de EH mínima por PHES o FCP por lo cual este punto merece 
una discusión aparte. De cualquier manera, se espera que estos aspectos 
podrán ser solventados en estudios venideros que analicen estos datos en 
todos los subgrupos de pacientes. 
Respecto de los otros puntos a discutir, la necesidad de equipamiento 
especial no va más allá de una qPCR y técnicas electroforéticas, disponibles 
en los servicios de laboratorio de la mayoría de los hospitales.  
Además de las ya comentadas, el estudio presenta una limitación que 
se ha de considerar, ya que las cohortes de estimación y validación 
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presentan diferencias en distintos parámetros. En este sentido, la mayoría 
de los trabajos proponen que, para la validación de unos resultados, las 
cohortes deben ser similares entre sí. No obstante, en muchas ocasiones esto 
limita la extrapolación de los resultados a otros escenarios distintos de los 
ensayados. En nuestro caso, teniendo en cuenta que los criterios de inclusión 
y exclusión son los mismos, la cohorte de validación presentó pacientes con 
enfermedad más avanzada y con una mayor acentuación de otros 
parámetros clínicos o bioquímicos. Estas diferencias en las cohortes, lejos 
de ser una virtud o una ventaja, podrían otorgarle fortaleza al estudio ya que 
el valor de la huella genética se mantiene en todos los escenarios ensayados.  
Por otro lado, este estudio analiza la predisposición al desarrollo de 
EH en el tiempo de manera estática, retrospectiva, con datos clínicos y 
bioquímicos basales, ante una enfermedad dinámica cuyo riesgo individual 
puede variar en el tiempo. A pesar de tener en cuenta el trasplante y la 
muerte por causa no hepática como eventos competitivos en el análisis, hay 
otros factores que pueden modificar el curso de la enfermedad que no se 
han podido tener en cuenta por la dificultad en la recopilación de los datos. 
Por ejemplo, el uso de cierta medicación, la eliminación de la noxa que 
produce la cirrosis o el consumo activo de alcohol.  
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Finalmente, y más allá de utilidad clínica que se plantea, la asociación 
de estas variantes al desarrollo de EH pone de manifiesto que los genes en 
su área de influencia pueden jugar un papel en la fisiopatología de la 
enfermedad. En esta línea, numerosos estudios han encontrado asociaciones 
entre variantes en genes con implicación incierta sobre algún rasgo, que 
posteriormente se han confirmado mediante análisis funcionales, como el 
caso recientemente descrito en el gen HSD17B13 (261). Más todavía, un 
análisis en profundidad de la funcionalidad del gen, y de los efectos de la 
variante sobre la estructura o expresión del mismo, nos permitiría, incluso, 
proponerlo como diana terapéutica para prevenir el desarrollo de la 
enfermedad. El análisis funcional in silico demuestra que a través de 
diversos mecanismos (epigenéticos, sitios de unión a factores de 
transcripción o pérdida de función), estas variantes afectan a la regulación 
de estos genes y, posiblemente, a las rutas biológicas en las que participan. 
Así, y hasta la fecha, ninguno de los genes que podrían verse afectados por 
las variantes asociadas con el desarrollo de la enfermedad en este estudio 
(SLC1A3, SLC1A5, FUT2 y TLR9), han demostrado implicación alguna 
sobre la fisiopatología de la EH. Además, estos datos resaltan el papel de 
procesos como el transporte de glutamato y glutamina, la interacción 
microbio-hospedador y la inflamación en el desarrollo de EH. Estudios 
futuros podrán corroborar el papel de estos genes y su influencia individual 
sobre la fisiopatología de la enfermedad. 
 
6.3 Estudio de asociación de genes candidatos 
Los errores en el genotipado (el genotipo observado no se 
corresponde con el genotipo real) pueden ocurrir debido a cuatro categorías 
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principales: la secuencia de ADN en sí misma, la cantidad o calidad del 
ADN en la muestra, artefactos bioquímicos o errores humanos. A fin de 
garantizar la calidad en la obtención de los datos en este estudio, y para 
poder comparar las plataformas con el objetivo de optimizar recursos, se ha 
procurado tener todos ellos en cuenta, de la siguiente manera: 
El equilibrio de Hardy-Weinberg establece que las frecuencias de 
los genotipos permanecen constantes a lo largo de las generaciones bajo las 
presunciones de población infinita, número discreto de generaciones, 
apareamiento aleatorio, ausencia de selección, migración e igualdad de 
frecuencias genotípicas iniciales en ambos sexos. La desviación del 
equilibrio por parte de una variante en una población estudio puede estar 
causada por cualquiera de estos factores, pero también puede deberse a un 
error en el genotipado. Los errores en el genotipado son factores de 
reconocida influencia sobre los resultados de los estudios de asociación 
genética, y han sido objeto de larga discusión (239). En ciertas plataformas 
de análisis la discriminación alélica de los individuos heterocigotos se ve 
comprometida respecto de los homocigotos, existiendo una pérdida 
muestral para estos genotipos que puede distorsionar el equilibrio. No 
obstante, si tuviéramos en cuenta también los casos, incluso dentro de una 
cohorte global, las desviaciones del equilibrio podrían también ser un 
reflejo del papel del polimorfismo genotipado en la susceptibilidad a la 
enfermedad. Es por ello que, a la hora de cribar los polimorfismos, solo 
hemos tenido en cuenta las frecuencias en la población control. Sin 
embargo, hasta la fecha no existen unas guías concretas para rechazar los 
SNPs que se alejan del equilibrio y, en la práctica, solo se recomienda hacer 
una comprobación exhaustiva de manera individual en aquellos SNPs que 
están por debajo de un umbral de p-valor predeterminado (en nuestro caso 
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α=10-3). No obstante, la realidad es que la mayoría de estudios de asociación 
(genoma completo o genes candidatos) en los que se interrogan múltiples 
variantes terminan por excluir de manera definitiva las variantes que 
muestran desviación, y obtienen, en la medida de lo posible, la información 
de ese locus a partir de otras variantes en desequilibrio de ligamiento. En 
nuestro estudio las variantes con ID (Ref SNP ID, NCBI) rs689466, 
rs2288629 y rs229395 mostraron una clara desviación del equilibrio, con p-
valores α<10-3, y fueron por lo tanto eliminados. Esta estimación puede 
realizarse de manera sencilla usando el software disponible en la nube para 
la plataforma de alto rendimiento el cual nos permite además agregar datos 
de distintas reacciones de PCR y analizarlos de manera conjunta, ahorrando 
tiempo y facilitando el clustering en ensayos con una MAF baja. Gracias al 
cálculo del equilibrio de Hardy-Weinberg pudimos garantizar la calidad en 
el proceso de genotipado y evitar el sesgo producido en el genotype calling, 
el cual inflaría el error tipo I en el estudio. Sin embargo, no se pudo 
identificar si era un efecto dependiente de la plataforma.  
Por otro lado, se considera que una de las principales causas que 
puede llevar a la ineficiencia del genotype calling es la presencia de 
inhibidores de PCR en las muestras. Se ha demostrado que tanto el tejido 
de origen de ADN, como el método de purificación pueden introducir 
potenciales inhibidores de la PCR en la muestra (240). Los inhibidores 
derivados del tejido pueden ser proteínas, heparina o grupos hemo, mientras 
que el método de purificación puede dejar trazas de fenol, proteasas, 
detergentes y sales (citrato y EDTA). En ambos casos, lo que suele 
conllevar es la aparición de clusters en cometa, o a la ausencia total de 
amplificación de las muestras, que formarían cluster con los NTCs. Según 
lo observado en este, y otros estudios, incluso en los escenarios más 
  144
exigentes, la presencia de contaminantes en algunas muestras es algo 
esperable. Dichos contaminantes deben ser buscados de manera activa, y las 
muestras identificadas y corregidas ya que, caso contrario, la contaminación 
podría conducir sistemáticamente a una clasificación incorrecta de los 
genotipos a favor de los heterocigotos (241). En este sentido, y a pesar de 
que, para la consecución de los demás objetivos, y tal y como se detalla en 
la metodología, las muestras que no cumplieron con los criterios de calidad 
fueron extraídas o ensayadas de nuevo, pudimos observar diferencias entre 
las plataformas en función a la calidad del ADN de partida. Así, las cuatro 
variantes genotipadas en la plataforma LightCycler consiguieron una tasa 
de éxito en el genotipado, medida por el Assay call rate, superior al 98%, 
de manera similar a lo que hemos comprobado mediante la experiencia en 
nuestro laboratorio, y concordante con los datos de referencia del equipo. 
No obstante, los resultados presentados demuestran una mayor dependencia 
de la calidad del ADN en la plataforma OpenArray que en la LightCycler. 
Esto puede ser debido a que volúmenes más pequeños de reacción son más 
sensibles a la presencia de inhibidores (33nL vs. 20µL) (242). 
Por otro lado, en ciertas ocasiones hemos observado datos off-cluster 
que, a pesar de tener fluorescencia similar al resto, aparecen como una 
anomalía en el gráfico de discriminación alélica y afectan al genotype 
callling. Esto ha podido deberse a dos factores relacionados mayormente 
con la secuencia de ADN: que el gen tenga una variante en el número de 
copias en un individuo heterocigoto, o la existencia de un SNP adicional en 
la región de los cebadores o la sonda. El diseño de los ensayos incluye varias 
comprobaciones para asegurar que los cebadores y sondas no afectan a otro 
polimorfismo más que el de interés. Sin embargo, el creciente número de 
SNPs que se van descubriendo en los estudios que se están llevando a cabo 
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en poblaciones de distintas etnias, hace posible pensar que el ensayo se haya 
diseñado sobre un polimorfismo previamente desconocido. No obstante, la 
baja proporción en la que este off-cluster ha ocurrido en nuestro estudio nos 
permitió eliminar estas muestras sin perder demasiada información y sin 
afectar de manera significativa al genotype calling. 
En otro orden de ideas, los errores relacionados con el factor humano 
pueden llevarnos de igual manera a fallos en el genotipado, y pueden 
abarcar desde confusiones en el etiquetado, contaminaciones por una 
incorrecta manipulación o descuidos en el protocolo hasta errores el manejo 
de los datos, tanto pre- como post- qPCR, tal y como revisaron F. Pompanon 
et al. (243). En este caso, el uso de la plataforma de alto rendimiento nos ha 
permitido minimizar, sino eliminar por completo, esta fuente de errores, 
gracias a: 1) la automatización de los procesos, limitando la manipulación 
de las muestras y permitiendo el cumplimiento de las guías de 
recomendación; 2) el elevado número de puntos de control críticos y 3) 
asegurar la trazabilidad de las muestras en todas las fases del proceso.  
Además, las estimaciones realizadas demuestran como esta 
tecnología sería coste-efectiva siempre que el número de muestras o 
ensayos a realizar sea elevado, ya que el gasto en recursos (económico y 
tiempo) es mucho menor gracias al uso de volúmenes muy reducidos, y a la 
posibilidad de analizar numerosas muestras/ensayos de manera simultánea. 
Siguiendo la estimación realizada anteriormente, siempre que se analicen 
más de 2 ensayos en un número de muestras de al menos 960, o más de 4 
ensayos en 300 muestras (datos no mostrados), el uso de la plataforma de 
alto rendimiento será coste-efectivo y quedará, por tanto, justificado.  
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Tal y como se ha discutido, todas las limitaciones metodológicas del 
estudio han tratado de ser intervenidas, incluyendo las dependientes de la 
plataforma o del manejo humano. No obstante, existe una limitación mayor 
inherente al estudio de genes candidatos que no ha podido ser anulada. A 
pesar de una selección exhaustiva de los genes y polimorfismos a estudiar 
a fin de optimizar el coste-efectividad del estudio, se produce un sesgo al 
interrogar solamente una pequeña parte del genoma. Por ello, e 
independientemente de las asociaciones descritas en este trabajo, no hay que 
obviar que posiblemente existan otras, más aún en una enfermedad 
multifactorial y compleja como la que nos trata. 
 
 
 6.4 Conclusiones 
- La presencia de genotipos desfavorables en variantes de 
riesgo podría explicar las diferencias observadas en el desarrollo de 
eventos de EH en pacientes con cirrosis. 
- Este trabajo enfatiza el papel de procesos tales como el 
mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal mediante 
interacciones microbio-hospedador, la respuesta pro-inflamatoria y el 
metabolismo y transporte de glutamina en la fisiopatología de la EH, 
resaltando nuevos genes como posibles dianas. 
- Esta huella genética nos permite predecir el desarrollo de 
EH, clasificando a los pacientes en grupos de bajo, medio y alto 
riesgo. Esta herramienta podría implementarse en la práctica clínica, 
como parte del proceso de toma de decisiones en el manejo de los 
pacientes cirróticos. 
- De manera paralela, se determina que la plataforma de 
genotipado de alto rendimiento es coste-efectiva a partir de un número 
de ensayos o muestras moderado presentando, además, numerosas 
ventajas respecto de otras plataformas que facilitan la fiabilidad y 
reproducibilidad de los resultados. 
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8.1 Material suplementario 
 
Figura S1. Flujo de pacientes en el estudio. 
